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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ABC – amonijev bikarbonat (angl. ammonium bicarobnate) 
angl. - angleško 
ACN – acetonitril (angl. acetonitrile) 
ADAM – metaloproteaza z disintegrinsko domeno (angl. a disintegrin and metaloprotease) 
CatK – katepsin K (angl. cathepin K) 
CatL – katepsin L (angl. cathepsin L) 
CatS – katepsin S (angl. cathepsin S) 
Ctrl – kontrola (angl. control) 
DTT – ditiotreitol (angl. dithiothreitol) 
EDTA - etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EGFR – receptor epidermalnega rastnega faktorja (angl. epidermal growth factor receptor) 
ER – estrogenski receptor (angl. estrogen receptor) 
FA – mravljinčna kislina (angl. formic acid) 
FBS – fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum) 
g – gravitacijski pospešek 9,81 m/s2 
HER-1 – receptor človeškega epidermalnega faktorja 1 (angl. human epidermal growth factor                        
receptor 1) glej EGFR 
HER-2 – receptor človeškega epidermalnega faktorja 2 (angl. human epidermal growth factor                        
receptor 2) 
ICD – mednarodna klasifikacija bolezni (angl. International classification of diseases) 
MAPK – z mitogenom aktivirana protein kinaza (angl. mitogen-activated protein kinase) 
MDA-MB-231 – humana celična linija raka dojke iz skupine trojno negativnih celičnih linij 
MMP – metaloproteaza matriksa (angl. matrix metalloproteinase) 
N – negativna kontrola 
NaDS PAGE – poliakriamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom 
P – reakcijski pufer 
P/S – mešanica penicilina in streptomicina 
PBS – fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate-buffered saline) 
PBS-T – PBS z dodatkom 0,05 % Tweena 
 
 
 
pH – negativna vrednost logaritma koncentracije vodikovih ionov 
PI3K – fosfatidilinozitol-3-kinaza (angl. phosphoinositide 3-kinase) 
rpm – število obratov na minuto (angl. revolutions per minute) 
SCR – razmerje preštetih MS/MS spektrov (angl. spectral count ratio) 
SK-BR-3 – humana celična linija raka dojke z močnim izražanjem receptorja HER2 
tj. – to je 
WB – prenos western (angl. Western blot)
 
 
 
Identifikacija membranskih substratov cisteinskih katepsinov na 
celični liniji raka dojke SK-BR-3  
 
Povzetek 
 
Cisteinski katepsini so proteaze, ki jih najdemo v lizosomih in sodelujejo pri znotrajcelični 
razgradnji proteinov. V patoloških pogojih, med katere spada tudi rak dojke, jih celice izločajo 
tudi v izvencelični prostor. Pomemben molekularni mehanizem, ki je povezan z razvojem raka 
je odcep ektodomene transmembranskih proteinov. Med proteaze, ki odcepljajo ektodomene, 
spadajo tudi nekateri predstavniki cisteinskih katepsinov. Za modeliranje delovanja proteaz in 
s tem podrobnejše razumevanje njihove vloge pri odcepu ektodomen na celični površini je 
potrebna identifikacija nabora substratov posameznih proteaz na različnih celičnih linijah. 
Celična linija raka dojke SK-BR-3 ima HER2 pozitiven fenotip, ki v povezavi z odcepom 
ektodomene s katepsini še ni bil raziskan. S pomočjo proteomske analize z masnim 
spektrometrom smo na površini celic omenjene celične linije identificirali 45 proteinskih 
substratov katepsinov K, L in S. Za primerjavo rezultatov smo naredili prenos western s 
protitelesi proti pleksinu B2, EGFR in HER2 na celičnih linijah MDA-MB-231 in SK-BR-3.  
Kljub različni stopnji izražanja HER2 pri omenjenih celičnih linijah, razlike pri odcepu 
ektodomene s prenosom western nismo uspeli potrditi. Vpliv obdelave s katepsini na celično 
migracijo smo analizirali z Boydenovim testom in testom s celjenjem rane na celičnih linijah 
MDA-MB-231 in SK-BR-3. Iz rezultatov migracijskih testov nismo mogli potrditi hipoteze o 
vplivu obdelave s katepsini na migracijo celic SK-BR-3.  
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Cysteine cathepsin membrane substrate identification on the cell 
surface of cancer cell line SK-BR-3 
Abstract 
 
Cysteine cathepsins are proteases found in lysosomes and play a crucial role in intercellular 
protein degradation. During pathological states such as breast cancer they are increasingly 
secreted into the extracellular space, where they can contribute to disease development. One of 
the main mechanisms during increased proteolytic activity in the extracellular space, which was 
also linked to cancer development, is ectodomain shedding. Among others, some proteases 
classified as cysteine cathepsins are known to be sheddases. For modelling the behaviour of 
proteases and thus determining their role in ectodomain shedding, it is crucial to identify all 
substrates of each sheddase at multiple different cell lines. Until now the protein substrates of 
cathepsins during ectodomain shedding at the cell surface of HER2-positive cell line SK-BR-3 
have not yet been identified. Using proteomic screening of the shed peptides we identified 45 
protein substrates of cathepsins K, L and S on the surface of the aforementioned cell line. 
Western blot analysis was performed against plexin B2, EGFR and HER2 both on SK-BR-3 
and MDA-MB-231 cell lines to confirm the results of the proteomic analysis. The impact of 
ectodomain shedding using cathepsins on cell migration was tested with both Boyden transwell 
assay and Wound healing test on cell lines MDA-MB-231 and SK-BR-3. However, the results 
of the migration assays did not allow us to draw a conclusion about the influence of cathepsin 
shedding on cell migration of the cell line SK-BR-3. 
 
 
 
Keywords: ectodomain shedding, cathepsins, cancer
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1 Uvod 
1.1 Razvoj in klasifikacija raka 
Rak je skupina bolezni z različnim molekularnim ozadjem razvoja, za katere je značilna 
nekontrolirana rast celic in njihovo širjenje v okoliška in oddaljena tkiva. Zaradi različnih 
mehanizmov razvoja imajo posamezne vrste raka drugačen odziv na določeno zdravilo ali 
terapijo [1]. Razvoju zdravil in terapij je posvečena velika pozornost, saj bolezen predstavlja 
drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu. Kljub temu da je povprečna smrtnost zaradi raka v 
Ameriki od leta 1991 do 2015 padla za 26 %, pa univerzalno zdravilo, ki bi pozdravilo vse vrste 
te bolezni, ne obstaja. Za uspešno zdravljenje je potrebno podrobnejše razumevanje 
mehanizmov razvoja te bolezni [2].  
Razvoj raka poteka preko nastanka novotvorb, tj. skupkov celic z nenadzorovano rastjo. 
Novotvorbe ali tumorje delimo na maligne in benigne. Vzrok za nastanek teh so virusi, UV 
sevanje, dedovanje določenih genetskih napak, kronično vnetje povezano z debelostjo ali drugi 
faktorji, ki povzroča mutacije v genih [3]. Benigni tumorji so prostorsko omejeni na izvorno 
tkivo, medtem ko se maligni širijo v okoliška in oddaljena tkiva, kjer tvorijo metastaze. 
Medtem, ko lahko pride do smrtnega izida tudi zaradi benignega tumorja, je poglavitni razlog 
za smrtni izid in posledično izziv pri razvoju zdravil tvorba metastaz [4]. Maligni tumorji se 
glede na izvor delijo v različne skupine bolezni, ki jih skupaj imenujemo rak [3, 5, 6]. Maligne 
tumorske celice iz enega tkiva migrirajo v sosednje tkivo, pozneje pa v oddaljena tkiva. Za prvi 
pojav se uporablja izraz tumorska invazija, za drugega pa metastaziranje. Za oba je značilna 
povečana migracija celic [7]. Za analizo celične migracije se uporablja več različnih testov na 
celičnih linijah, ki so opisani v članku C. R. Justus in sod. [8]. 
Ime rak predstavlja zelo širok pojem, ki zajema bolezni s podobnimi simptomi in različnimi 
načini zdravljenja. Zato je pomembna delitev oziroma klasifikacija vrst definirana v 
mednarodni klasifikaciji bolezni – ICD. Osnovna delitev raka je glede na del telesa iz katerega 
izvirajo. Tako so najpogostejše vrste rak pljuč, rak dojke in rak prostate. Za zdravljenje je 
pomembnejše izvorno tkivo in molekularne značilnosti rakavih celic, ker so nekateri deli telesa 
sestavljeni iz več vrst tkiv. Glede na izvorno tkivo se rak deli na karcinom, sarkom, levekmijo, 
limfom, mielom in mešane vrste. Karcinom je rak epitelijskega tkiva, sarkom je rak vezivnega 
tkiva, levkemija je rak krvotvornih celic, limfom je rak celic imunskega sistema, mielom pa je 
rak plazemskih celic. Zaradi hitre delitve celic in izpostavljenosti okoliškim faktorjem je 
najpogostejša oblika raka karcinom [9]. 
Vzrok za manjšo smrtnost zaradi raka je bil pripisan predvsem razvoju v klasifikaciji vrst raka, 
zaradi spremljanja izražanja različnih genov in identifikacije novih molekularnih označevalcev. 
Klasifikacija je namreč potrebna za določitev najboljše terapije [10]. 
Rak dojke je vrsta raka, ki ima številne podvrste, ki jih je določila Svetovna zdravstvena 
organizacija (WHO). Glede na histološko delitev je karcinom glavna podvrsta raka dojke, 
medtem ko so sarkomi zelo redki in zato slabo opisani. [11] Sarkomi predstavljajo manj kot 1 
% vseh malignih tvorb na dojki [12]. Za raziskovanje te vrste raka obstajajo številne celične 
linije, pri čemer trenutno ni sistematske delitve, ki bi opisala vse celične linije. Ena najbolj 
2 
 
poznanih delitev je molekularna delitev glede na prisotnost membranskih proteinov. Po 
molekularni delitvi se celične linije za preučevanje raka dojke delijo glede na prisotnost 
estrogenskega receptorja (ER), progesteronskega receptorja (PR) in receptorja človeškega 
epidermalnega rastnega faktorja 2 (HER2). Celična linija MDA-MB-231 spada v skupino 
trojno negativnih celičnih linij (triple negative), medtem ko SK-BR-3 spada med HER2 
pozitivne celične linije [13]. 
1.2 Pomembnost receptorjev iz skupine HER pri raku 
Ena izmed najdlje poznanih in najbolj raziskanih skupin receptorjev za klasifikacijo in 
prognozo raka je skupina receptorjev človeškega epidermalnega rastnega faktorja (HER). 
Proteini iz skupine HER spadajo v skupino receptorskih kinaz. Znani so 4 predstavniki, 
označeni s kraticami HER1 – HER4. HER1, imenovan tudi kot EGFR, je najdlje znan receptor 
iz te skupine [14]. Struktura je ohranjena in je zato označena z nomenklaturo. Zunajcelični del 
receptorja se tako deli na segmente I, II, III in IV. V znotrajceličnem delu se nahaja protein 
kinazna domena. Segmenta I in III sta bogata z levcini in sodelujeta pri vezavi liganda, medtem 
ko segmenta II in IV sodelujeta pri dimerizaciji receptorjev. Z vezavo liganda pride do 
sprostitve dimerizacijskih domen in dimerizacije. Na znotrajceličnem delu receptorja se nahaja 
protein tirozin kinazna domena, ki fosforilira enako nasproti ležečo domeno v dimeru in s tem 
aktivira nadaljnje celične tarče v signalnih poteh PI3K in MAPK [15]. Prek teh signalnih poti 
je nadzorovana celična rast in proliferacija [16]. Zaradi možnosti tvorbe različnih receptorskih 
homo- in heterodimerov je raznolikost vezave ligandov še večja. Pri tem pride  do močnejšega 
odziva pri heterodimerih  [15].  
 
Slika 1: Shema zgradbe receptorjev iz skupine HER in združevanje v pare. Pri tem ni upoštevano, da je zunajcelični del 
gibljiv. 
HER2 je znan tudi kot protein, ki nastane s prepisom gena ERBB2, ki se nahaja na kromosomski 
regiji 17q12. Za izraženi protein se v strokovni literaturi uporabljajo imena ERBB2, neu in 
HER2. V tem magistrskem delu bom zanj uporabljal kratico HER2. Posebnost receptorja je, da 
v zunajceličnem delu nima domen za prepoznavo liganda, tj. domen I in III. Zaradi tega lahko 
tvori dimere brez potrebne aktivacije z ligandom  [17, 15] Pri raku dojke je povečano izražanje 
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receptorja v 20-30 % vseh primerov, kar je povezano s slabo prognozo, ter močno povečano 
invazivnostjo [18]. Povečano število receptorjev HER2 povzroči ojačenje signala ob vezavi 
ligandov na druge receptorje iz te skupine [19]. Pri nekaterih primerih raka dojke je možno najti 
obliko receptorja z odcepljenim zunajceličnim delom. Ker se z odcepom ni skrajšal 
transmembranski in znotrajcelični del, preostali del receptorja še vedno vsebuje znotrajcelično 
kinazno domeno in ima zmožnost dimerizacije, ki to domeno aktivira. To povzroči neprekinjen 
signal za rast in proliferacijo celic [20]. Povečano izražanje je povezano predvsem z rakom 
dojke, vendar je bila odkrita povezava tudi z drugimi vrstami raka [21]. Terapije HER2 
pozitivnih oblik raka dojke temeljijo na protitelesih proti temu receptorju. Pokazano je bilo, da 
cepitev zunajceličnega dela tega receptorja zmanjša učinkovitost zdravljenja s protitelesi, ki ga 
ciljajo [22].  
1.3 Odcep ektodomene 
Mehanizem, ki povzroči skrajšanje zunajceličnega dela receptorja, je cepljenje proteinov s 
površine celic – t.i. odcep ektodomene (angl. ectodomain shedding). Pri tem mehanizmu pride 
do cepitve  zunajceličnih delov transmembranskih proteinov na površini celic s proteazami 
(proteaze, ki odcepljajo ektodomene) in izločanja cepljenih peptidov v okolico. Do odcepa 
ektodomene lahko pride tudi v notranjosti različnih celičnih veziklov, pri čemer se cepljeni 
peptidi izločijo v lumen veziklov [23].  
Znanih je več različnih vrst proteaz, ki odcepljajo ektodomene. Te se uvrščajo med 
metaloproteaze, serinske  in cisteinske proteaze. Strukturno so proteaze, ki odcepljajo 
ektodomene lahko transmembranske ali preko adaptorjev vezane na membrano. V strokovni 
literaturi je največja pozornost posvečena proteazam iz skupine MMP in ADAM. Slednje so 
transmembranske metaloproteaze. Poleg teh je poznanih še veliko proteaz iz drugih skupin [23]. 
Interakcija med proteazo, ki odceplja ektodomene in njenim substratom ni odvisna samo od 
aminokislinskega zaporedja, ampak tudi od interakcij drugih domen in proteinov z encimom in 
substratom. Zaradi tega je potrebna identifikacija vseh substratov za določen encim s pomočjo 
in vitro celičnih eksperimentov. Prav tako se nabor substratov spreminja z uporabo enake 
proteaze na drugi celični liniji. Identifikacija substratov je tako odvisna od kombinacije 
proteaza-celična linija [23]. 
Aktivnost proteaz za odcep ektodomene je regulirana z različnimi molekulami v njihovi okolici. 
Večina proteaz za aktivacijo neaktivne cimogenske oblike potrebuje aktivnost drugih proteaz v 
okolici. Poleg aktivacije je aktivnost proteaz regulirana z inhibitorji in nekaterimi drugimi 
faktorji. Preplet vseh teh faktorjev, ki vplivajo na aktivnost in specifičnost, ustvari mrežo 
povezav med proteazami za odcep ektodomene, njihovimi substrati in drugimi molekulami v 
okolici, ki vplivajo na odcep ektodomen substratov na celični površini. Posledično je težko 
pripisati vlogo pri razgradnji določenega substrata samo spremembi koncentracije ene proteaze 
v zunajceličnem prostoru [24]. Za pomoč pri razumevanju medsebojnih vplivov proteaz je tako 
potrebno matematično modeliranje, za katerega pa je pomembno poznavanje nabora substratov 
posameznih encimov [25].  
Odcep ektodomene ima različen učinek pri različnih substratih. Ob cepitvi lahko pride do 
nefunkcionalnosti cepljenega substrata, pri čemer lahko odcepljen del deluje kot vaba za ligand, 
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kar zmanjša aktivnost necepljenih proteinov. Med to vrsto substratov spadajo receptorji. 
Cepitev lahko tudi aktivira cepljen protein. Tak primer so rastni faktorji in citokini. Tretji učinek 
je sprožitev nadaljnjega procesiranja z intramembransko proteazo [23]. Ti učinki so odvisno od 
substrata lahko tumor zavirajoči ali promovirajoči. 
Pri patoloških pogojih pride do povečane proteolize zaradi povečane koncentracije protez v 
celični okolici. Tam se pojavijo tudi proteaze, ki jih v fizioloških pogojih ne bi našli. Pri tem 
pride do povečane cepitve rastnih faktorjev in njihovih receptorjev, adhezijskih proteinov, 
povečane aktivacije drugih proteaz in drugih membranskih proteinov in receptorjev [26, 27]. 
Pri razvoju raka proteaze, ki odcepljajo ektodomene, sodelujejo na več stopnjah, kot so 
razgradnja zunajceličnega matriksa, cepitev rastnih faktorjev, imunost na inhibicijske faktorje 
rasti, preprečitev apoptoze in ohranjena angiogeneza. Odcep ektodomen povzroči spretno 
izogibanje imunskemu sistemu in stalno prisotnost signalov za rast celice. S tem predstavlja 
pomemben mehanizem, ki ščiti tumor pred celicami imunskega sistema [30]. Proteaze, ki 
odcepljajo ektodomene, predstavljajo tudi potencialne biološke označevalce in  tarče za 
zdravljenje. Pomen pri razvoju raka je bil pokazan za proteaze iz vseh skupin [4, 28, 29].  
Pred kratkim je bila ustvarjena podatkovna baza substratov proteaz, ki odcepljajo ektodomene, 
imenovana SheddomeDB [31], vendar je bila v času pisanja te naloge nedosegljiva. 
1.4 Katepsini 
Katepsini so skupina papainu podobnih proteolitičnih encimov, ki so bili odkriti v 
lizosomih. Ime so dobili po grškem izrazu kathepsein, ki pomeni »razgraditi« [32]. Med 
katepsini so prisotni predstavniki iz skupin cisteinskih, serinskih in aspartatnih proteaz. Največ 
predstavnikov katepsinov spada v skupino cisteinskih proteaz, imenovanih tudi cisteinski 
katepsini. Poznanih je 11 človeških cisteinskih katepsinov, za katere bom v nadaljevanju zaradi 
jedrnatosti uporabljal ime katepsini. Katepsini se izražajo v prepro-obliki in se procesirajo v 
endoplazemskem retikulumu in Golgijevem aparatu. V glavnem se potem preko manoza-6-
fosfatnega označevanja označijo za transport v lizosome. Zaradi prisotnosti v lizosomu so 
prilagojeni na oksidativni stres in aktivni pri rahlo kislem pH in reducirajočem okolju [33]. Pri 
nevtralnem pH pride do inaktivacije in manjše aktivnosti večine katepsinov. Izjema je katepsin 
S, ki pri pH ≥ 7 ohrani aktivnost [34]. Poleg nevtralnega pH, je poznanih tudi nekaj celičnih 
inhibitorjev teh encimov, ki ob lokalizaciji izven lizosomov zmanjša aktivnost katepsinov. 
Kljub vsem faktorjem, ki naj bi ščitili celico pred neželeno proteolizo, je bila aktivnost 
katepsinov dokazana tudi izven lizosomov. Pomembno vlogo pri aktivaciji proencimov in 
regulaciji aktivnosti katepsinov imajo glikozaminoglikani, ki se nahajajo v zunajceličnem 
prostoru [35].  
Glavne fiziološke funkcije katepsinov so razgradnja proteinov v lizosom-avtofagosomni 
razgradnji poti, razgradnja antigenov za predstavitev na MHC-II, preoblikovanje kosti, 
diferenciacija keratinocitov, angiogeneza in aktivacija prohormonov. Pri tem se določeni 
katepsini izražajo tkivno specifično in imajo pripisane individualne vloge. Katepsin K se 
povečano izraža v osteoklastih, ter s tem vpliva na razgradnjo kostnega tkiva. Katepsin S se 
povečano izraža v imunskih celicah in sodeluje pri razgradnji peptidov za predstavitev na MHC 
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II in procesiranju invariantne verige, ki je potrebna za pravilno sestavljanje kompleksa MHC II 
[33]. 
Katepsini imajo pomembno vlogo tudi pri nastanku nekaterih bolezni.  Z razvojem bolezni je 
povezana povečana koncentracija nekaterih katepsinov, predvsem v izvenceličnem prostoru. 
Med te bolezni spada tudi rak. Izbitje genov za nekatere katepsine zmanjša hitrost rasti tumorja 
in metastaziranja pri različnih vrstah raka. Prav tako je bilo pokazano, da je možno z inhibicijo 
katepsinov in vivo upočasniti rast tumorjev in celo zmanjšati velikost tumorja [33]. Cisteinski 
katepsini dokazano prispevajo k razvoju maligne tvorbe na več različnih ravneh, kot so 
angiogeneza, proliferacija, apoptoza in invazija [4]. Pri tumorjih je bila dokazana povišana 
raven izločanja katepsinov v zunajcelični prostor, med katerimi imajo najvišjo raven izločanja 
makrofagi povezani s tumorji. To posledično omogoča uporabo katepsinov kot biološke 
označevalce [36].  
Katepsini imajo v zunajceličnem prostoru veliko substratov. Za odcep substratov na celični 
površini se povežejo z adaptorskimi proteini, ki omogočajo odcep ektodomen proteinov. Ker 
ne spadajo v skupino transmebranskih proteaz, lahko cepijo tudi proteine v celični okolici. S 
tem lahko na razvoj tumorja vplivajo s preoblikovanjem tkiva, ki obdaja tumorske celice – 
tumorske strome, kjer se ustvari t.i. tumorsko mikrookolje [37] Rakavo stanje je poleg celičnih 
sprememb produkt interakcij s tumorsko mikrookolico [38]. Tumorske celice v svoji okolici 
povzročijo spremembe, ki jim omogočajo izogibanje imunskemu sistemu in ohranjanje 
tumorskega fenotipa. Za tumorsko mikrookolje so značilni rahlo kisel pH in pojavljanje 
značilnih imunskih celic, fibroblastov, angiogeneze, ter prisotnost določenih znotrajceličnih 
proteinov [39]. 
Identifikacija substratov na celični površini in vpliv odcepa ektodomen s katepsini na rakave 
celice sta bila pokazana v članku B. Sobotič in sod. [40]. S proteomsko analizo so identificirali 
45 substratov katepsinov L in S, ki so bili prisotni pri 5 različnih celičnih linijah. Med temi 
substrati sta bila prisotna tudi EGFR in pleksin B2, medtem ko HER2 ni bil določen kot tarča. 
Pri tem so bile uporabljene celične linije z nizkim izražanjem receptorja HER2. Naredili so tudi 
migracijski test za primerjavo migracije celic pred in po obdelavi s katepsini. Rezultati so 
pokazali vpliv katepsinov na invazivnost in migracijo rakavih celic. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen dela je bil identificirati proteinske substrate katepsinov K, L in S na površini rakavih 
celic celične linije SK-BR-3. S proteomsko analizo z masnim spektrometrom smo identificirali 
peptide, ki jih iz zunajceličnih delov transmembranskih proteinov odcepijo katepsini K, L in S, 
in s tem določili proteinske tarče katepsinov. Med njimi smo natančneje analizirali cepitev 
proteinov, ki imajo pomembno funkcijo pri razvoju raka, in z njimi poskusili povezati vlogo 
katepsinov. Želeli smo tudi preveriti vpliv odcepljanja zunajceličnih delov proteinov na celično 
migracijo. 
Da bi preverili, ali je HER2 substrat zunajceličnih katepsinov, smo obdelavo s katepsini naredili 
in vitro s celično linijo SK-BR-3, ki ima visoko raven izražanja tega receptorja. Za primerjavo 
smo uporabljali tudi celično linijo MDA-MB-231, ki izraža ta receptor v zelo malih količinah. 
 
Hipoteze: 
 Katepsini K, L in S na površini celic SK-BR-3 cepijo adhezijske proteine in receptorje. 
 Katepsini K, L in S s cepljenjem zunajceličnih domen proteinov vplivajo na migracijo 
celic. 
 Katepsini K, L in S cepijo zunajcelični del HER2.  
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3 Materiali 
3.1 Oprema 
 centrifuga 5415R, Eppendorf, Nemčija 
 centrifuga 5810R, Eppendorf, Nemčija 
 centrifuga MiniSpin, Eppendorf, Nemčija 
 centrifugirke Falcon, Corning, ZDA 
 čitalec mikrotitrskih plošč Safire, Tecan, Švica  
 elektronski pipetor, BRAND accujet pro, Nemčija 
 epruvete, drugo 
 filter papir, drugo 
 G:BOX Chemi XRQ, Syngene, Indija 
 inkubator, Binder Agil, Nemčija 
 inkubator, Sartorius group CERTOMAT HK, Nemčija 
 koncentrator Speedvac Concentrator 5301, Eppendorf, Nemčija 
 kovinsko stojalo, drugo 
 laminarij M18, Iskra PIO, Slovenija 
 magnetno mešalo, ThermoFisher Scientific VARIOMAG MONO, ZDA 
 masni spektrometer LTQ Orbitrap Velos , ThermoFisher Scientific, ZDA 
 HPLC sistem EASY-nLC II, ThermoFisher, ZDA 
 merilni valji, drugo 
 mešalo v inkubatorju, Sartorius group CERTOMAT R, Nemčija 
 mikrocentrifugirke, Eppendorf Safe-Lock, Nemčija 
 mikroskop CK40, OLYMPUS, Japonska 
 mikroskop IX81, OLYMPUS, Japonska 
 mikrotitrska ploščica s 24 luknjicami, TPP, Švica 
 mleko v prahu, Pomurske mlekarne, Slovenija 
 model za elektroforezo ThermoFisher Scientific Owl EasyCast B1A, ZDA 
 nastavki za pipete, drugo 
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 nitrocelulozna membrana NC 45, SERVA, Nemčija 
 nosilec za pripravo gelov, Biorad, ZDA 
 petrijevke Cellstar (10 cm, 15 cm), Sigma-Aldrich, ZDA  
 pipete, Eppendorf Biomaster 4830 in Gilson Pipetman Classic, Nemčija 
 plastični komplet za WB, drugo 
 plastični set za elektroforezo, Biorad, ZDA 
 števna komora po Neubauerju, Brand, ZDA 
 pH-meter, Mettler Toledo, ZDA 
 steklene čaše, drugo 
 steklene pipete različnih velikosti, drugo 
 stresalnik, Tehtnica vibromix 31, Slovenija 
 škatlice za inkubacijo membrane s protitelesi, LI-COR Biosciences PerfectWestern 
Western Blot Container, ZDA 
 štoparica, drugo 
 tehtnici, METTLER TOLEDO PB5001-S in AB104-S , ZDA 
 temperaturni blok Thermomixer compact, Eppendorf, Nemčija 
 viale MicroSolv AQ, Brand, ZDA 
 vibracijski mešalnik vibromix 114, Tehtnica, Slovenija 
 vir napetosti Owl OSP-300 Lightning Volt power supply, ThermoFisher Scientific, ZDA 
 vstavki za migracijo za 24 well plošče Falcon, Corning, ZDA  
 
3.2 Kemikalije 
 acetonitril,  J.T.Baker (Avantor Performance Materials), ZDA 
 akrilamid (40 %),  MERCK Milipore, Nemčija 
 amonijev persulfat (APS),  Sigma-Aldrich, ZDA 
 goveji serumski albumin (BSA), New England Biolabs, ZDA 
 Coomasie Brilliant Blue (CBB) tablete, GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
 dimetilsulfoksid (DMSO),  MERCK Milipore, Nemčija 
 ditiotreitol (DTT) , ThermoFisher Scientific, ZDA 
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 L-trans-epoksisukcinil-leucilamido(4-guanidino)butan (E64), Bachem, Švica 
 etilendiamintetraocetna kislina (EDTA),  SERVA, Nemčija 
 fetusni serum goveda (FBS), GE Healthcare, ZDA 
 glicin, Sigma-Aldrich, ZDA 
 L-glutamin, Lonza, Švica 
 Klorovodikova kislina (HCl), Applichem, Nemčija 
 izopropanol, VWR Chemicals, ZDA 
 jodoacetamid, Sigma-Aldrich, ZDA 
 0,1 % metanojska kislina,  J.T.Baker (Avantor Performance Materials), ZDA 
 0,1 % metanojska kislina v acetonitrilu,  J.T.Baker (Avantor Performance Materials), 
ZDA 
 metanol,  Sigma-Aldrich, ZDA 
 natrijev dodecilsulfat (NaDS), Thermo Scientific, ZDA 
 ocetna kislina,  CARLO ERBA, Francija 
 mešanica penicilina in streptamicina P/S, Sigma-Aldrich, ZDA 
 srebrov nitrat,  Fluka Sigma-Aldrich, ZDA 
 tetrametiletilendiamin (TEMED),  Merck Milipore, Nemčija 
 Tris,  SERVA, Nemčija 
 Tween 20,  Sigma-Aldrich, ZDA 
3.3 Pufri 
 Dulbeccov pufer PBS, Lonza, Švica 
  pufer za tripsin za MS, Promega , ZDA
 lizirni pufer 
20 mM PBS (pH = 8) 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1 mM PMSF 
0,05 % SDS 
0,05 % NP-40 
 
 komplementiran medij (50 mL) 
44 mL Medij DMEM 
5 mL P/S 
0,5 mL FBS 
0,5 mL Glutamax 
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 razbarvalna raztopina 
10 % ocetna kislina 
30 % etanol 
 pufer za prenos western 
3 g Trisa 
14,4 g glicina 
200 mL metanola 
dH2O do 1 L  
 pufer za NaDS PAGE 
3,03 g Trisa 
14,4 g glicina 
1 g NaDS 
dH2O do 1 L  
 PBS-T 
100 mL PBS 10x 
0,5 mL Tween 20 
dH2O do 1 L 
 PBS 10x 
85 g NaCl 
3,9 g NaH2PO4 x 2H2O 
13,4 g Na2HPO4 x 2H2O 
dH2O do 1 L  
 PBS 
PBS 10x 
dH2O do 1 L 
 6x nanašalni pufer za NaDS PAGE 
375 mM Tris-HCl (pH = 6,8) 
6 % NaDS 
48 % glicerol 
9 % 2-merkaptoetanol 
0,03 % bromfenol modro 
 
 
 
3.4 Celične linije 
 SK-BR-3, kupljena pri ATCC 
 MDA-MB-231, kupljena pri ATCC 
3.5 Encimi 
 katepsin K, rekombinantni človeški katepsin izražen v celicah P. pastoris [41] 
 katepsin L, rekombinantni človeški katepsin izražen v celicah P. pastoris [42] 
 katepsin S, rekombinantni človeški katepsin izražen v celicah P. pastoris [42] 
 tripsin za pripravo vzorcev za masno spektrometrijo, V542A, Promega, ZDA 
 tripsin za precepljanje celic Gibco TrypLE Select, ThermoFisher Scientific, ZDA 
3.6 Geli za PAGE 
 elektroforezni geli za masno spektrometrijo PAGEr Gold Precast Gels, Lonza, Švica 
 gele za prenos western smo pripravili po naslednji recepturi (naslednja stran) 
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zbiralni gel (4 %) 
3,075 mL dH2O 
1,25 mL 0,5M Tris (pH = 6,8) 
625 µL 40 % akrilamida 
50 µL 10 % NaDS 
10 µL TEMED 
20 µL 10 % APS 
ločevalni gel (12,5 %) 
4,27 mL dH2O 
2,5 mL 1,5M Tris (pH = 8,8) 
3,13 mL 40 % akrilamid 
100 µL 10 % NaDS 
20 µL TEMED 
40 µL 10 % APS
3.7 Protitelesa 
3.7.1  Primarna protitelesa 
 proti EGFR, poliklonska kozja, AF231, R&D Systems, ZDA 
 proti HER, poliklonska kozja, AF1129, R&D Systems, ZDA 
 proti pleksinu B2, poliklonska ovčja, AF5329, R&D Systems, ZDA 
3.7.2 Sekundarna protitelesa 
 proti kozja, poliklonska oslovska, AB6885, Abcam, Združeno kraljestvo 
 proti ovčja, poliklonska zajčja, 313-035-045, Jackson Immunoresearch, Združeno 
kraljestvo 
3.8 Ostalo 
 barvilo za štetje celic Trypan modro, 0,4 % raztopina, Lonza, Švica 
 Hank's balanced salt solution, Merck Millipore, ZDA 
 inhibitorji fosfataz PhosphataseArrest, G Biosciences, ZDA 
 medij za celice DMEM, Sigma-Aldrich, ZDA 
 mešanica proteaznih inhibitorjev PIC, Sigma Aldrich, ZDA 
 Nutridoma, Hoffmann- La Roche, Švica 
 P/S – mešanica penicilina in streptamicina, Sigma Aldrich, ZDA 
 raztopina Biorad, Biorad, ZDA 
 set reagentov za razvijanje slik prenosa western Amersham Western bloting detection 
reagent, GE Healthcare, Združeno kraljestvo 
 standardi velikosti za NaDS PAGE PageRuler 26619, ThermoFisher Scientific, ZDA 
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Slika 2: standardi velikosti PageRuler 26619 [43] 
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4 Metode 
4.1 Gojenje celičnih linij 
Celice smo gojili v inkubatorju pri 37˚C in 5 % koncentraciji CO2 v tekočem gojišču na 
plastičnih petrijevkah s premerom 15 cm, kjer so se pritrdile na podlago. Za gojšče smo 
uporabljali medij DMEM, ki smo ga komplementirali z 10 % FBS, 1 % P/S in 1 % glutamax. 
Ko so celice prerastle celotno površino plošče (konfluentna rast), smo jih precepili na novo 
ploščo. Najprej smo celice 2 krat sprali s 5 mL pufra PBS (Dullbeco). Nato smo dodali 5 mL 
tripsina Gibco TripLE Select, ki je cepil adhezijske proteine na površini celic in jih tako odlepil 
s površine. Na novo ploščo smo razredčili raztopino celic v tripsinu v izbranem razmerju v 
območju med 1:2 in 1:6 in dopolnili do 20 mL s tekočim gojiščem. Precepljanje in eksperimente 
smo delali v laminariju Iskra M18 v posebnem laboratoriju. 
4.2 Obdelava celic s katepsini 
Za eksperiment smo za vsak katepsin pripravili 5 konfluentno preraščenih 15-centimetrskih 
petrijevk s celicami SK-BR-3. Celice smo 2 krat sprali s pufrom PBS (Dullbeco). Nato smo 
dodali raztopino za neencimski odcep celic s površine (Hank's balanced salt solution), s katerim 
smo odcepili celice od podlage brez odcepljanja adhezijskih proteinov. Po nekaj minutah smo 
dodali medij in celice pobrali v centrifugirke. Raztopino smo centrifugirali pri 1100×g 5 minut 
in odsesali supernatant. Celice smo resuspendirali v 8 mL pufra PBS pH = 6 ali pH = 7 in jih 
enakomerno razdelili v štiri centrifugirke. Ponovno smo centrifugirali pri 1100×g 5 minut in 
odsesali supernatant. Celice smo resuspendirali v 300 µL reakcijske mešanice. Osnova 
reakcijske mešanice je bil reakcijski pufer, ki je vseboval PBS (pH = 6 ali pH = 7), 0,5 mM 
DTT, 0,5 mM PMSF in 1 mM EDTA. Pripravili smo naslednje reakcijske mešanice:
- samo reakcijski pufer (P) 
- negativna kontrola (N) – 0,2 µM katepsin K v reakcijskem pufru z dodatkom 20 µM 
E64,         inkubiran 60 minut pred eksperimentom 
- 1 µM ali 0,2 µM ali 0,15 µM katepsin K v reakcijskem pufru (CatK) 
- 1 µM ali 0,2 µM katepsin L v reakcijskem pufru (CatL) 
- 1 µM ali 0,2 µM katepsin S v reakcijskem pufru (CatS) 
- tripsin (try) 
Centrifugirke smo postavili v inkubator pri 37°C za 60 minut oziroma primerno skrajšan čas. 
Reakcijo smo nato prekinili z 1 µL 20 µM E64. Centrifugirali smo 5 minut pri 1100×g in pobrali 
supernatant v mikrocentrifugirke. 
Pobrali smo še 1 ploščo celic, jih sprali in shranili pelete po obdelavi s katepsini. Iz teh peletov 
smo naredili lizate celic. Lizate celičnih linij smo naredili z lizirnim pufrom z dodatkom 1:100 
PIC in 1:10 inhibitorjev fosfataz. 
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Za proteomsko analizo smo naredili obdelavo s katepsini na celični liniji SK-BR-3 pri pH = 6 
za vzorce neg. kontrole, ter katepsinov K, L in S pri koncentracijah 0,2 µM in 1µM. Inkubirali 
smo 60 minut.  
Za prenos western smo obdelavo s katepsini ponovili na celičnih linijah SK-BR-3 in MDA-
MB231 pri pH = 6 in pH = 7 za vzorce neg. kontrole, ter katepsinov K, L in S pri koncentraciji 
1 µM. Inkubirali smo 60 minut. 
Za teste migracije smo obdelavo s katepsini naredili na več načinov. Za Boydenov test smo 
eksperiment naredili na celičnih linijah SK-BR-3 in MDA-MB-231 pri pH = 6 in pH = 7 za 
vzorce pufra, neg. kontrole in katepsina K pri koncentraciji 1 µM. Inkubirali smo 20 minut. Za 
test s celjenjem rane smo eksperiment naredili na celičnih linijah SK-BR-3 in MDA-MB-231 
pri pH = 6 za vzorce pufra, neg. kontrole, katepsina K pri koncentraciji 0,2 µM in tripsina. 
Inkubacijo smo naredili na dva načina. Pri prvem načinu smo reakcijsko mešanico pustili do 
trenutka, ko so se celice začele odcepljati  od podlage (približno 20 minut). Pri drugem načinu 
smo reakcijsko mešanico inkubirali dokler se celice niso odcepile od podlage (več kot 20 
minut). Nato smo jih pustili na plošči dokler se niso pritrdile nazaj na podlago. Vse 
spremenljivke so za posamezne eksperimente na kratko predstavljene v tabeli 1. 
Tabela 1: Uporabljene celične linije, pH, uporabljeni vzorci in inkubacijski čas pri obdelavi s katepsini za vsak eksperiment 
Eksperiment Celična linija pH vzorec Inkubacijski čas 
proteomska 
analiza 
SK-BR-3 6 
N, 0,2 in 1 µM 
CatK, CatL, 
CatS 
60 minut 
prenos western 
SK-BR-3 in MDA-MB-
231 
6 in 7 
N, 1 µM CatK, 
CatL, CatS 
60 minut 
Boydenov test 
migracije 
SK-BR-3 in MDA-MB-
231 
6 in 7 
P, N, 0,2 µM 
CatK, try 
20 minut 
test s celjenjem 
rane (1. način) 
SK-BR-3 in MDA-MB-
231 
6 
P, N, 0,2 µM 
CatK, try 
Tik preden se 
celice začnejo 
odcepljati od 
podlage 
test s celjenjem 
rane (2. način) 
SK-BR-3 in MDA-MB-
231 
6 
P, N, 0,2 µM 
CatK, try 
Dokler niso vse 
celice odcepljene 
od podlage 
 
4.3 Poliakrilamidna elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom (NaDS 
PAGE) 
4.3.1 Priprava gelov 
Zmešali smo sestavine za ločevalni gel v vrstnem redu od zgoraj navzdol, kot so opisane 
v poglavju materiali. Ločevalni gel smo vlili med stekelca približno 1 cm nižje od najnižje 
točke žepkov za nanos vzorcev. Gel smo prekrili s 500 µL izopropanola. Čez približno 
15 minut smo odlili izopropanol, popivnali s filter papirjem, dolili ločevalni gel, vstavili 
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glavničke in počakali dokler gel ni polimeriziral (približno pol ure). Gele smo shranjevali 
skupaj s stekelci in glavnički največ en teden zavite v omočene papirnate brisačke. 
Večinoma smo gele pripravljali v večjih količinah in jih do uporabe hranili pri 4 °C. Za 
masno spektrometrijo smo uporabili že pripravljene poliakrilamidne gele Lonza. 
4.3.2 Poliakrilamidna elektroforeza 
Za elektroforezo smo uporabljali elektroforezni set BioRad. Vzorcem smo pred nanosom 
dodali nalagalni pufer in jih pri 95 °C 5 min inkubirali na termobloku Eppendorf 
thermomixer compact. Tako pripravljene vzorce smo hranili pri -20 °C tudi dlje časa. 
Elektrode smo priklopili na vir napetosti ThermoFisher Scientific Owl OSP-300 pri 300 
V in 35 mA/gel približno 1 uro. Za vizualizacijo proteinov smo nato uporabili barvanje z 
barvilom Comassie blue ali metodo prenosa western. 
4.4 Barvanje z barvilom Comassie blue 
Gele smo barvali po naslednjem postopku 
o 60 minut v barvilu CBB 
o 15 minut v razbravalni raztopini 
o 30 minut v razbravalni raztopini 
o čez noč v razbarvalni raztopini v hladni sobi (4°C) 
o 15 minut v razbarvalni raztopini 
4.5 Prenos western (WB) 
Za prenos western smo za eksperiment s tremi katepsini pri enem pH pripravili 10 plošč 
s konfluentno preraščeno linijo SK-BR-3 ali MDA-MB-231. Takoj po zaključeni 
elektroforezi vzorcev smo gel omočili v pufru za prenos western (WB pufer). Omočili 
smo tudi membrane, filter papirje in gobice, ter jih po točno določenem zaporedju nalagali 
na elektrodo. Vrstni red nalaganja je bil sledeč 
negativna elektroda, gobica, 4 filter papirji, nitrocelulozna membrana, poliakrilamidni 
gel, 4 filter papirji, gobica, pozitivna elektroda 
Ob sestavljanju smo sestavljen del povaljali z epruveto, da smo odstranili mehurčke. 
Kadičko smo do vrha napolnili s pufrom za prenos western. Elektrodi smo priklopili na 
vir napetosti ThermoFisher Scientific Owl OSP-300 pri 300 V in 250 mA za 3 ure.  
Membrano smo nato prenesli v škatlice za prenos western LI-COR Biosciences 
PerfectWestern Western Blot Container. Najprej smo membrano en krat sprali s pufrom 
PBS z dodatkom 0,05 % detergenta Tween (PBS-T). Sledilo je enourno blokiranje v 5 % 
mleku pripravljenem v pufru PBS-T. Spet smo membrano enkrat sprali s pufrom PBS-T. 
Nato smo čez noč pri 4 °C inkubirali v raztopini primarnih protiteles v 3 % FBS. 
Uporabljena protitelesa in njihove koncentracije so navedena v poglavju Materiali. 
Koncentracije protiteles smo izbrali glede na navodila proizvajalca. 
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Naslednji dan smo membrane spirali 1 uro, pri čemer smo menjavali pufer PBS-T vsakih 
15 minut. Sledila je enourna inkubacija v raztopini sekundarnih protiteles v PBS-T in nato 
ponovno enourno spiranje. Redčitev protiteles je bila 1:5000. Za razvijanje slik smo 
uporabili set Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents. Membrano smo dali 
v plastično mapo in jo slikali z napravo G-Box. Čas skeniranja je bil odvisen od jakosti 
lis in je obsegal od 2-10 minut. 
Prenos western smo ponovili za vzorce (supernatante) po obdelavi s katepsini celičnih 
linij SK-BR-3 in MDA-MB-231 pri pH = 6 in pH = 7 za vzorce neg. kontrole, ter 
katepsinov K, L in S pri koncentraciji 1 µM. Nanesli smo tudi vzorec celokupnega lizata 
pripadajoče celične linije. Za detekcijo smo uporabili protitelesa proti pleksinu B2, proti 
EGFR in proti HER2, ter pripadajoča sekundarna protitelesa z vezano hrenovo 
peroksidazo. 
4.6 Test migracije 
Za test migracije smo uporabili dve različni metodi. Prva metoda je bila Boydenov test, 
druga pa test celjenja rane. 
4.6.1 Boydenov test (angl. Boyden transwell assay) 
Za Boydenov test smo pripravili 1 ploščo s celično linijo SK-BR-3 ali MDA-MB-231. 
Pred testom migracije smo naredili obdelavo s katepsini z inkubacijskim časom 
reakcijske mešanice 15 minut. Nadaljevali smo s spiranjem s PBS in štetjem celic s 
komoro po Neubauerju. Za eksperiment smo potrebovali 16,8 * 105 celic. 
Celice smo sprali s pufrom in centrifugirali 5 min pri 1100 rpm. Celice smo resuspendirali 
v 400 µL medija brez seruma in 100 µL odpipetirali v vstavek seta za migracijo Falcon, 
Corning. Za vsak vzorec smo naredili triplikat. V jamico 24-well plošče smo dali 400 µL 
komplementiranega medija DMEM s serumom in vstavili vstavke. Plošče smo tako 
pustili 40 ur v inkubatorju pri 37 °C.  
Po inkubaciji smo odsesali medij iz vstavkov in jamic. V jamice smo dodali 500 µL 
raztopine HBSS. Notranjost vstavkov smo popivnali z vatiranimi palčkami, da smo 
odstranili preostali medij in jih vstavili nazaj v pripadajoče jamice. Pri sobni temperaturi 
smo ploščo z vstavki inkubirali 15 minut z mešanjem vsakih 5 minut. S pipeto smo nato 
dobro premešali tekočino v jamicah, da smo odcepili in resuspendirali celice, ter 50 µL 
uporabili za štetje celic s komoro po Neubauerju. Iz triplikatov smo izračunali povprečno 
vrednost števila celic za posamezen vzorec in primerjali razlike v številu celic med vzorci. 
Naredili smo tudi T-test vzorcev glede na pufer in navedli p-vrednost. 
4.6.2 Test celjenja rane (angl. Wound healing) 
Za test migracije z metodo celjenja rane smo pripravili dve konfluentno preraščeni plošči 
z 12 vdolbinicami s celično linijo SK-BR-3 ali MDA-MB-231. Celicam smo 24 ur pred 
začetkom eksperimenta dodali 1 mL medija brez seruma z dodano nutridomo (1:100). Po 
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24 urah smo naredili obdelavo s katepsini na celicah. Eksperiment smo ponovili za vzorce 
z 0,15 µM katepsinom K, vzorec z reakcijskim pufrom, vzorec s katepsinom inhibiranim 
z E64 in vzorec z 0,25 % tripsinom.  
Čas inkubacije se je za posamezno celično linijo razlikoval. Celice MDA-MB-231 smo v 
reakcijski mešanici inkubirali, dokler se ob delovanju encima niso odlepile od podlage. 
Nato smo celice sprali in pustili, da so se ponovno prilepile na podlago. Eksperiment na 
tak način za celice SK-BR-3 ni bil uspešen, saj se te odcepu niso dovolj dobro pritrdile 
na podlago. Zato smo eksperiment ponovili še tako, da smo inkubirali približno 5 minut. 
Odcep s podlage smo s tem ustavili tik preden so se celice začele odlepljati od podlage. 
 Po inkubaciji smo raztopino odsesali in dodali 500 µL pufra PBS pH 7. Z nastavkom za 
deset-mikrolitersko pipeto smo naredili vzorec v obliki črke H na dnu vdolbine. Na koncu 
smo enkrat previdno sprali s pufrom PBS (pH = 7) in dodali 1 mL medija DMEM. 
Ploščo smo postavili v svetlobni mikroskop Olympus IX81 in s kamero delali slike vsakih 
24 ur. Pri tem smo vedno slikali isti del plošče. Pred slikanjem smo s celic odsesali medij 
in dodali pufer. Na koncu smo naredili slike po 24, 48, 72, 144, 168 in 192 urah. 
Za vse vzorce smo izmerili premer rane in po 24 urah izračunali razliko. Ta je 
predstavljala dolžino migracije celic. S temi vrednostmi smo izračunali Studentov t-test 
z neodvisnimi spremenljivkami v programu RStudio. 
4.7 Štetje celic 
Za štetje smo nanesli 10 µL mešanice barvila in celic v razmerju 1:1 na ploščico za štetje 
celic po Neubauerju. Prešteli smo celice v vseh 4 kvadratih in izračunali koncentracijo 
celic po naslednji enačbi: 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
2
× 104  
𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝐿
 
Da bi dobili skupno število celic smo koncentracijo pomnožili z volumnom raztopine 
celic. Povprečno število celic in odstopanje smo izračunali v programu Microsoft Excel. 
4.8 Priprava lizatov celic 
Ocenili smo volumen celic in jih resuspendirali v enakem volumnu lizirnega pufra. To 
smo pustili stati 5 - 10 minut in nato centrifugirali pri 16000*g 15 minut. Z Bradfordovim 
testom smo izmerili koncentracijo proteinov v lizatu in ga po potrebi razredčili z dH2O. 
Shranili smo supernatant pri -20 °C. 
4.9 Merjenje koncentracij proteinov z raztopino Biorad 
(Bradfordov test) 
Najprej smo pripravili redčitev vzorcev 1:800 v dH2O. Nato smo 160 µL redčene 
raztopine vzorcev odpipetirali v mikrotitrsko ploščico in dodali 40 µL raztopine Biorad. 
To smo ponovili 3 krat, da smo za pozneje lahko koncentracijo izračunali iz povprečne 
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vrednosti. S pipeto smo dobro premešali vsak vzorec. Za  umeritveno krivuljo smo 
pripravili raztopino BSA, v različnih koncentracijah. Volumni posameznih raztopin za 
pripravo umeritvene krivulje so prikazani v tabeli 2. Meritve smo opravljali na čitalcu 
mikrotitrskih plošč Safire Tecan. 
 
Tabela 2: Navodila za pripravo umeritvene krivulje Bradfordovega testa 
c (BSA) 
[µg/mL] 
V (dH2O) 
[µL] 
V (BSA)  
[µL]  
c = 100 µg/mL 
Raztopina BioRad  
[µL] 
Ʃ  
[µL] 
0 160 0 40 200 
2 156 4 40 200 
6 148 12 40 200 
10 140 20 40 200 
14 132 28 40 200 
16 128 32 40 200 
20 120 40 40 200 
25 110 50 40 200 
 
4.10 Priprava vzorcev za masno spektrometrijo 
Po opravljeni elektroforezi na posebnih 12,5 % gelih Lonza in barvanju s CBB smo na 
gelu stolpce, v katerih je potoval vzorec, razdelili na 6 enakih delov. Vsak del stolpca smo 
enakomerno razrezali na koščke velikosti približno 1 mm2 in jih dali v označene 
mikrocentrifugirke. Dodali smo 200 µL 25mM amonijevega bikarbonata (ABC) v 50 % 
acetonitrilu (ACN) in postavili na vibracijsko mešalo za 30 minut. Ta korak smo 
ponavljali dokler se koščki gela niso razbarvali. Dodali smo 150 µL ACN, vorteksirali in 
pustili stati za 5 minut. Ta korak smo ponovili, dokler niso koščki postali povsem beli. 
Koščke smo sušili v vakuumskem koncentratorju približno 15 minut. 
Dodali smo 150 µL 10 mM ditiotreitola (DTT) v 25 mM ABC in inkubirali pri 56°C, 700 
rpm 45 minut. Odstranili smo raztopino DTT-ja in dodali 150 µL 55 mM jodacetamida 
(IAM) v 25 mM ABC. Inkubirali smo 30 minut v zatemnjenem prostoru. Koščke gela 
smo sprali s 150 µL 25 mM ABC v 50 % ACN na 1200 rpm 15 minut. Dodali smo 150 
µL ACN, vorteksirali in pustili stati 5 minut. Ta korak smo ponovilli, dokler niso koščki 
postali povsem beli. Koščke smo sušili v vakuumskem koncentratorju približno 15 minut. 
Dodali smo 1 µg tripsina za vsak del stolpca. Tripsin smo najprej raztopili v  2 µL pufra 
za tripsin na µg tripsina in nato dodali 50 µL 25 mM ABC za vsak vzorec. V vsako 
mikrocentrifugirko smo dodali 50 µL tako pripravljene zmesi. Inkubirali smo 30 minut 
pri 4°C. Dodali smo 80 µL 25 mM ABC in inkubirali čez noč pri 37°C. 
Naslednji del je bil ekstrakcija peptidov. Mikrocentrifugirke smo ohladili na sobno 
temperaturo in  na kratko centrifugirali, da smo zbrali raztopino na dnu. Dodali smo 50 
µL 95 % ACN v 5 % mravljinčni kislini (FA). Postavili smo na vibracijsko mešalo pri 
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1200 rpm za 30 minut. Raztopino smo prestavili v čiste mikrocentrifugirke. Dodali smo 
100 µL 50 % ACN v 5 % FA in postavili na vibracijsko mešalo pri 1200 rpm za 30 minut. 
Ta dva koraka smo še enkrat ponovili. Tekočino v novi mikrocentrifugirki smo dali v 
vakuumski koncentrator, dokler se ni volumen zmanjšal na 20 µL. 
V nadaljevanju smo peptide v tekočini očistili z vezavo in spiranjem na nosilec C18. 
Najprej smo pripravili kolono za spiranje vzorca. Konico nastavka za pipeto (200 µL) 
smo s priborom zapolnili z nosilcem C18. Tako pripravljeno kolono smo vstavili v 
naluknjan pokrov mikrocentrifugirke. Sledilo je dodajanje raztopin in centrifugiranje z 
namenom čiščenja peptidov. Postopek je na kratko predstavljen v tabeli 2. V kolono smo 
dodali 50 µL metanola. Po 1 minutnem centrifugiranju pri 3000 g smo dodali 50 µL 
acetonitrila in centrifugirali 1 minuto pri 3000 g. Sledil je nanos vzorca. Zaradi velike 
količine vzorca smo korak ponovili večkrat. Na kolono smo dali 150-200 µL in 
centrifugirali 3 minute pri 3000 g. Nato smo dodali 50 µL 0,1 % vodne raztopine 
metanojske kisline in centrifurgirali 1 minuto pri 3000 g. Na koncu smo eluirali z 
dodatkom 50 µL 40 % 0,1 % metanojske kisline v vodi in 60 % 0,1 % metanojske kisline 
v acetonitrilu in centrifugiranjem 1 minuto pri 3000 g. 
Tabela 3: Postopek čiščenja triptičnih peptidov 
korak dodana raztopina 
volumen 
dodatka 
nastavitve za 
centrifugiranje 
del postopka 
1 metanol 50 µL 1 min, 3000 g aktivacija 
2 acetonitril 50 µL 1 min, 3000 g spiranje 
3 
0,1 % metanojska 
kislina (vodna 
raztopina) 
50 µL 1 min, 3000 g ekvilibracija 
4 vzorec 
celoten 
volumen 
vzorca 
3 min, 3000 g nanos vzorca 
5 
0,1 % metanojska 
kislina (vodna 
raztopina) 
50 µL 1 min, 3000 g spiranje 
6 
40 %  0,1 % vodne 
raztopine metanojske 
kisline 60 % 0,1 % 
metanojske kisline v 
acetonitrilu 
50 µL 1 min, 3000 g elucija 
 
Eluiran vzorec smo koncentrirali na koncentratorju SPEEDVACC do končnega volumna 
12 µL. Vzorec smo prenesli v viale in analizirali z masnim spektrometrom. 
4.11 Masna spektrometrija in analiza podatkov 
Vzorec smo analizirali z masnim spektrometrom Orbitrap LTQ Velos, ki je povezan z 
napravo HPLC Easy-nanoLC II. Vzorec smo najprej iz vial injicirali v predkolono z 
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dolžino 2 cm in notranjim premerom 100 µm, kjer se je vezal na nosilec 5µm 120 Å C18-
A1. Nato smo ga ločili na 10 cm dolgi analitični koloni PicoFrit AQUASIL z notranjim 
premerom 75 µm z 5 µm 100 Å C18. Na način kromatografije reverzne faze smo vzorec 
eluirali iz kolone z 90 minutnim intervalom z naraščajočim gradientom 5-50 % topila B 
pri pretoku 300 nL/min. Vzorec smo ionizirali z metodo ionizacije z 
elektrorazprševanjem. Masni spektrometer je zaznal maso peptidov z merjenjem v 
območju 300-2000 m/z in resolucijo 30000. Fragmentacijo smo naredili z metodo 
disociacije s trkanjem ionov pri višji energiji z normalizirano energijo trkov 35 kV za 9 
najmočnejših signalov iz MS spektra smo dobili MS/MS spektre. Analizo vzorcev na 
masnem spektrometru sta naredila dr. Matej Vizovišek in dr. Robert Vidmar iz Odseka 
za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo B1, Instituta Jožef Stefan. 
Rezultate smo računalniško analizirali s programsko opremo MaxQuant verzije 1.6.3.4 
[44] za analizo vzorcev brez označevanja s kvantifikacijo z metodo štetja spektrov 
(spectral counting). Program je primerjal podatke iz masnega spektrometra z internetno 
podatkovno bazo vseh poznanih in opisanih (reviewed) človeških proteinov IPI protein 
[45], ki je bila prenesena iz internetnega portala Uniprot na dan analize (1.4.2019). Na 
podatkovni bazi proteinov je program naredil teoretično cepitev vzorca glede na izbrane 
eksperimentalne parametre. V našem primeru je to bila tripsinizacija proteinov v vzorcu. 
Pri teoretični cepitvi smo zato uporabili funkcijo ArgC. Izbrali smo možnost dveh 
zgrešenih cepitev, karbamidometilacijo kot statično, oksidacijo metionina in N-
terminalno acetilacijo pa kot dinamično modifikacijo. Prekurzorske in fragmentne mase 
so bile določene med 6 in 20 ppm. False discovery rate je bil nastavljen na 1 % za peptidne 
in proteinske identifikacije.  
Nadaljnjo analizo smo naredili v programu Perseus [46]. Rezultate smo analizirali s 
primerjanjem števila spektrov, ki je uveljavljen postopek za analizo rezultatov 
proteomske analize brez označevanja. Ta način predpostavlja večje število spektrov pri 
vzorcih z večjo koncentracijo proteina. Uporabili smo podatkovno tabelo za proteinske 
skupine (ProteinGroup), ki smo jo dobili kot rezultat analize s programom MaxQuant. 
Najprej smo iz tabele odstranili proteine, ki so imeli oznako Potential contaminant, 
Reverse ali Only identified by site. Nato smo k številu spektov pri vseh treh vzorcih 
prišteli 1, da smo se izognili deljenju z 0. Iz števila MS/MS spektrov smo za vzorec 1 µM 
raztopine katepsinov izračunali razmerje glede na kontrolni vzorec. Dobljeno razmerje 
števila spektrov se v tuji literaturi imenuje razmerje preštetih spektrov (spectral count 
ratio - SCR). Kot pozitivne rezultate smo upoštevali proteine za katere je bilo razmerje 
med številom spektrov pri višji koncentraciji vsaj 3 krat večje kot pri negativni kontroli 
(katepsin z inhibitorjem E64). Tako smo zmanjšali število lažno pozitivnih rezultatov, ki 
so značilni predvsem za proteine z nižjim številom preštetih spektrov. 
Gene, za katere je bila dokazana 3 kratna povišanost števila spektrov glede na kontrolo, 
smo uporabili za analizo ontologije genov s spletnim bioinformacijskim orodjem 
g:Profiler [47]. Za natančnejši izbor rezultatov smo pregledali tako dobljen seznam in 
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izbrali proteine, ki se dejansko nahajajo na zunanji strani membrane oziroma v 
zunajceličnem prostoru. Za to smo pregledali anotacije na strani uniprot.org [48] za vsak 
protein. Izločili smo rezultate z majhnim številom vseh preštetih spektrov. Na koncu smo 
še prilegali identificirane peptide na proteinsko sekvenco pripadajočega proteina in izbrali 
proteine, pri katerih so se ti nahajali predvsem na zunajceličnem delu. Za seznam genov, 
ki so ustrezali tem pogojem smo ponovili analizo ontologije genov glede na molekularno 
funkcijo pripadajočih proteinov v celici. Na sliki 3 je prikazana poenostavljena shema 
opisanega postopka dela. 
 
Slika 3: Shema postopka dela za proteomsko identifikacijo cepljenih proteinov. 
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5 Rezultati 
5.1 Proteomska identifikacija proteinskih substratov na površini 
celic celične linije SK-BR-3 
V poglavju Metode je natančno opisan postopek priprave vzorcev po obdelavi celične 
linije SK-BR-3 s katepsini K, L in S pri koncentracijah 0,2 in 1 µM za analizo z masnim 
spektrometrom. Neobdelane podatke smo nato analizirali s programsko opremo 
MaxQuant. Obdelavo seznama rezultatov smo naredili v programu Perseus in podatke 
uporabili za risanje grafov v programu Microsoft Excel. Na spodnji sliki (slika 4) je 
prikazano razmerje števila v postopku proteomske analize identificiranih peptidov v 
vzorcu z 1 µM koncentracijo katepsina glede na razmerje števila spektrov (SCR). 
 
Slika 4: Slika prikazuje rezultate proteomske analize z masnim spektrometrom z analizo podatkov opisano v poglavju 
Metode. Rezultat na sliki prikazuje število proteinov za kataere je bilo z eksperimentom pokazano 3 kratno povečanje 
števila MS/MS spektrov za posamezen  katepsin, glede na kontrolni vzorec (inhibiran katepsin) - SCR. Zraven 
odsekov je pripisano število proteinov in odstotek glede na celotno število detektiranih proteinov pri eksperimentu. 
V nadaljevanju smo kot pozitivne rezultate obravnavali proteine z vsaj 3-kratnim 
povečanjem števila spektrov (SCR ≥ 3). Pri katepsinu K je bilo teh 298, pri katepsinu L 
176 in pri katepsinu S 399. Skupaj jih je bilo 621, pri čemer je bilo pri 20 proteinih 
povečanje števila spektrov pri vseh treh katepsinih hkrati. V nadaljevanju smo za analizo 
uporabili seznam 621 kratic za proteine. Glede na anotacije na podlagi celične lokalizacije 
smo ločili gene, ki so prisotni v celični notranjosti in tiste, ki se pojavljajo na membrani 
ali pa so izločeni v zunajcelični prostor. Znotrajceličnih je bilo 396, ostalih pa 221. Zaradi 
manjkajoče anotacije ni bilo možno določiti lokacije 4 proteinom. Nas so zanimali 
membranski in izvencelični proteini. Teh je bilo 149 za katepsin K, 46 za katepsin L in 
127 za katepsin S. Posebno nas je zanimal protein HER2 (v tabeli 5 je gen s kratico 
ERBB), saj je za celično linijo SK-BR-3 značilno povečano izražanje tega receptorja, 
hkrati pa še ni bil identificiran kot substrat za odcep ektodomene s katepsini. Za 
primerjavo smo vzeli rezultate za protein EGFR, ki spada v isto skupino receptorjev in je 
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bil identificiran kot substrat katepsinov L in S. Zanimal nas je tudi protein pleksin B2, ki 
je prav tako bil identificiran kot substrat katepsinov L in S, ter je bil pomemben za prenos 
western zaradi dobro delujočih protiteles. 
Za ovrednotenje uporabljene metode analize rezultatov smo naredili tudi grafe števila 
spektrov pri kontroli (MS/MS ctrl) v odvisnosti od SCR (MS/MS CatK 1 µM / MS/MS 
ctrl) za vse detektirane proteine (n = 2676). Grafi so prikazani na sliki 5. Z modro so 
obarvani rezultati s SCR ≥ 3, z oranžno pa so prikazani 3 receptorji pomembni za razvoj 
raka – pleksin B2, EGFR in HER2.  
Iz slike lahko vidimo, da smo z izbiro rezultatov s SCR > 3 izločili proteine, ki so imeli 
veliko število spektrov v kontrolnem vzorcu. Posebej so nas zanimali proteini HER2, 
EGFR in pleksin B2. Vidimo, da so rezultati za vse tri izbrane proteine v območju SCR 
> 3, razen za EGFR pri katepsinu L. Število spektrov za kontrolne vzorce je nizko v 
primerjavi z izločenimi proteini.  
 
Slika 5: Število MS/MS spektrov pri kontrolnem vzorcu v odvisnosti od SCR.pri CatK - katepsin K; CatL - katepsin L; 
CatS - katepsin S. Na ordinatni osi so vrednosti SCR za eksperiment z 1 µM katepsinom proti negativni kontroli. Na 
abscisni osi je število MS/MS spektrov pri negativni kontroli. Pri tem so z modro označeni rezultati pri katerih je bila 
ta vrednost večja od 3. Z oranžno so oznaćeni EGFR, HER2 in Pleksin B2.  
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S spletnim orodjem G:Profiler smo nato analizirali ontologijo genov 221 membranskih 
in izločenih proteinov z vsaj 3 krat povečanim številom spektrov. Dobljene rezultate smo 
pregledali in izbrali najpogostejše anotacije. V naslednji tabeli (tabela 4) je zbranih 10 
najpogostejših anotacij določenih z orodjem G:Profiler v kategorijah biološki proces 
(BP), lokalizacija v celici (CC) in molekularna funkcija (MF). Prikazane so anotacije z 
najnižjo p vrednostjo. Izračunana prilagojena meja zaupanja za signifikantno p-vrednost 
je bila 10-16. 
V kategoriji biološki proces so statistično najbolj izstopale anotacije celične adhezije, 
vezikularni transport in lokalizacija. V kategoriji molekularna funkcija je bila določena 
samo ena anotacija – celična adhezija in vezava molekul. V kategoriji celični 
kompartment so bile določene anotacije v povezavi z ekstracelularnimi vezikli. Te 
anotacije so imele tudi precej nižjo p-vrednost od ostalih anotacij. 
Tabela 4: Rezultati anotacije genov za membranske proteine detektirane z masnim spektrometrom 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta 
anotacije 
p vrednost K Število genov 
vezikularni 
transport 
GO:0016192 GO:BP 6,68 × 10-33 108 
lokalizacija GO:0051179 GO:BP 7,58 × 10-33 191 
biološka 
adhezija 
GO:0022610 GO:BP 2,53 × 10 -28 84 
celična 
adhezija 
GO:0007155 GO:BP 1,09 × 10-27 83 
eksocitoza GO:0006887 GO:BP 3,21 × 10-27 67 
eksport iz 
celice 
GO:0140352 GO:BP 3,84 × 10-26 85 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta 
anotacije 
p vrednost K Število genov 
celična 
adhezija in 
vezava 
molekul  
GO:0050839 GO:MF 1.18 × 10-25 49 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta 
anotacije 
p vrednost K Število genov 
zunajcelični 
vezikel 
GO:1903561 GO:CC 2,55 × 10-86 161 
zunajcelični 
organel 
GO:0043230 GO:CC 2,94 × 10-86 161 
zunajcelični 
eksosom 
GO:0070062 GO:CC 7,16 × 10-86 160 
 
V nadaljevanju smo pregledali seznam proteinov in izbrali tiste, ki so predstavljali možne 
tarče katepsinov za odcep ektodomene. Iz seznama pozitivnih rezultatov smo izločili tiste, 
ki so imeli nizko število preštetih spektrov (MS/MS count < 4) in samo 1 določen peptid. 
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Pregledali smo anotacije v bazi Uniprot in izločili tiste, ki niso imeli zunajceličnega dela. 
S prileganjem peptidov na sekvenco proteinov in funkcionalno analizo smo izločili 
membranske proteine, pri katerih so dobljeni peptidi pokrivali celotno sekvenco proteina. 
Tako smo dobili 45 proteinov, za katere je možno trditi, da jim je bil odcepljen 
zunajcelični del. Posamično je bilo rezultatov 39 za katepsin K, 12 za katepsin L in 35 za 
katepsin S. Rezultati za izbrane proteine so prikazani v tabeli 5. Z orodjem G:profiler smo 
ponovili ontologijo genov in jih zbrali v tabeli 6. 
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Tabela 5: Rezultati proteomske analize, ki predstavljajo substrate za odcep ektodomene s katpesini K,L in S  s površine celične linije SK-BR-3.Zbrani so rezultati za membranske in zunajcelične 
proteine, katerih podatki so kazali da gre za tarče katepsinov.Rezultati so razvrščeni glede na vrednost SCR pri eksperimentu s katepsinom K. 
Gen Protein ID Ime proteina 
SCR 
CatK 
SCR 
CatL 
SCR 
CatS Score 
CD46 P15529 Membrane cofactor protein 49 1 3 23962 
ITGB6 P18564 Integrin beta-6 19 1 4 5196 
CD82 P27701 CD82 antigen 17 3 7 37439 
LPHN2 O95490 Latrophilin-2 16 1 4 56385 
CD47 Q08722 Leukocyte surface antigen CD47 13 1 3 74434 
SORT1 Q99523 Sortilin 12,5 1 7 95559 
ADAM10 O14672 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 11,66667 1 7 11193 
EGFR P00533 Epidermal growth factor receptor 11,2 2 5,2 2103 
CD151 P48509 CD151 antigen 11 1 3 12747 
ITGAV P06756 
Integrin alpha-V;Integrin alpha-V heavy chain;Integrin alpha-V light 
chain 9,571428 1 21 18563 
ALCAM Q13740 CD166 antigen 9,285714 11 3,285714 13175 
NPTN Q9Y639 Neuroplastin 9 1 1 10644 
ADAM9 Q13443 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9 8 1 3 26021 
GPR126 Q86SQ4 G-protein coupled receptor 126 8 1 1 18343 
ITGB1 P05556 Integrin beta-1 8 1 3 21079 
LPHN1 O94910 Latrophilin-1 8 1 4 26036 
BSG P35613 Basigin 7,2 1 2,75 43867 
ITGB5 P18084 Integrin beta-5 7 1 1 459 
NRP1 O14786 Neuropilin-1 7 1 3 15161 
ERBB2 
(HER2) 
P04626;Q15303;Q16584;
Q02779 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 6,642857 5 2,857143 32331 
ENG P17813 Endoglin 6,5 1 10 34892 
SUSD2 Q9UGT4 Sushi domain-containing protein 2 5,538462 4,5 2,4 32331 
CELSR1 Q9NYQ6 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1 5 3 3 25602 
ITGA1 P56199 Integrin alpha-1 5 1 1 108 
CPVL Q9H3G5 Probable serine carboxypeptidase CPVL 4,857143 13 6,875 93322 
CNTN1 Q12860 Contactin-1 4,5 1 8 33554 
ITGA2 P17301 Integrin alpha-2 4,4 2 1 86833 
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Gen Protein ID Ime proteina 
SCR 
CatK 
SCR 
CatL 
SCR 
CatS Score 
VASN Q6EMK4 Vasorin 4,285714 1,5 2,333333 1932 
CD44 P16070 CD44 antigen 4 1 4 64202 
CD63 P08962 CD63 antigen 4 1 4 11408 
PLXNB2 O15031 Plexin-B2 3,952381 13 5,25 32331 
DSC1 Q08554 Desmocollin-1 3,5 1 0,666667 71357 
EPHB3 P54753;P54762 Ephrin type-B receptor 3 3,5 1 7,5 11825 
SLC3A2 P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 3,451613 5 4 28468 
CADM4 Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 3 1 3,5 1151 
FNDC3B Q53EP0 Fibronectin type III domain-containing protein 3B 3 1 8 30309 
PRSS8 Q16651 Prostasin;Prostasin light chain;Prostasin heavy chain 3 7 8 74896 
SERPINE1 P05121 Plasminogen activator inhibitor 1 3 1 5 10428 
TFRC P02786;Q9UP52 
Transferrin receptor protein 1;Transferrin receptor protein 1, serum 
form 2,934783 4,5 1,344828 32331 
LAMA5 O15230 Laminin subunit alpha-5 2 1 8 64873 
SORL1 Q92673 Sortilin-related receptor 1,866667 1 3 95367 
PLXNB1 O43157 Plexin-B1 1,75 0,333333 5 61349 
FN1 P02751 Fibronectin;Anastellin;Ugl-Y1;Ugl-Y2;Ugl-Y3 1,463415 5,75 3,119048 32331 
PGRMC2 O15173 Membrane-associated progesterone receptor component 2 1 1 8 31695 
NEO1 Q92859 Neogenin 0,5625 1 3,5 10055 
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Tabela 6: Rezultati anotacije genov za izbrane membranske proteine, detektirane z masnim spektrometom pri cepitvi 
ektodomen celične linije SK-BR-3 s  katepsini K, L in S 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta anotacije p vrednost K Število genov 
celična adhezija 
in vezava 
molekul 
GO:0050839 GO:MF 4,27E-13 17 
vezava 
integrina 
GO:0005178 GO:MF 6,09E-12 11 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta anotacije p vrednost K Število genov 
celična adhezija GO:0007155 GO:BP 2,39E-24 33 
biološka 
adhezija 
GO:0022610 GO:BP 2,81E-24 33 
premikanje GO:0040011 GO:BP 6,50E-16 30 
signalizacijska 
pot receptorja 
na celični 
površini 
GO:0007166 GO:BP 8,50E-16 35 
Ime anotacije ID anotacije Vrsta anotacije p vrednost K Število genov 
ključna 
komponenta 
plazemske 
membrane 
GO:0031226 GO:CC 5,04E-20 31 
del plazemske 
membrane 
GO:0044459 GO:CC 4,11E-18 35 
celična površina GO:0009986 GO:CC 9,14E-17 23 
integralna 
komponenta 
plazemske 
membrane 
GO:0005887 GO:CC 1,00E-16 28 
 
V zgornji tabeli so prikazani rezultati ontologije genov za izbrane proteine, prikazane v tabeli 
5. V kategoriji molekularna funkcija sta statistično najbolj izstopali anotaciji celična adhezija 
in vezava molekul ter vezava integrinov. Nobena od teh ni imela p-vrednosti nižje od 10-16, kar 
je bila meja za statistično signifikantnost. V kategoriji biološki proces so izstopale anotacije 
povezane s celično adhezijo in lokomocijo. V kategoriji celični kompartment so najbolj 
izstopale anotacije v povezavi s celično membrano in površino celice . 
Sledi predstavitev rezultatov za tri podrobneje opisane proteine. Na naslednji sliki (slika 6) so 
prikazani grafi števila spektrov pri vseh vzorcih za vse tri proteine. Stolpični diagrami 
prikazujejo število spektrov pri negativni kontroli, vzorcu z 0,2 µM katepsinom in vzorcem z 1 
µM katepsinom za proteine pleksin B2, EGFR in HER2. Pod sliko so v tabeli 7 zbrani številčni 
podatki števila spektrov pri vseh vzorcih skupaj s številom peptidov (peptides) in vrednostjo 
Score za omenjene proteine. 
Pri vzorcih katepsina K in katepsina S je viden trend naraščanja števila spektrov z naraščajočo 
koncentracijo katepsina v vzorcu. Pri vzorcih katepsina L je trend naraščanja viden le za HER2. 
Število določenih spektrov peptidov je pri sovpadajočih koncentracijah katepsinov nižje pri 
katepsinu L. 
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Slika 6: Stolpčni diagrami števila spektrov pri masno spektroskopski analizi za pleksin B2, EGFR in HER2. Prikazani so 
diagrami za vsak katepsin posebej. 
Tabela 7:Rezultati proteomske analize za proteine EGFR, HER2 in pleksin B2. Prikazano je število spektrov za posamezne 
vzorce, število identificiranih peptidov in statistični rezultat ujemanja eksperimentalnih podatkov s teoretičnimi (Score). 
  pleksin B2 EGFR HER2 
Katepsin K 
Neg. kontrola 41 4 41 
0,2 µM 100 43 203 
1 µM 165 55 278 
 peptides 38 27 35 
Score 32331 17438 31395 
Katepsin L 
Neg. kontrola 0 0 2 
0,2 µM 24 1 6 
1 µM 12 1 14 
peptides 11 1 7 
Score 18479 79558 13137 
Katepsin S 
Neg. kontrola 11 4 34 
0,2 µM 50 15 74 
1 µM 62 25 99 
peptides 29 17 26 
Score 18333 69846 1631 
 
 
Na aminokislinskem zaporedju teh proteinov smo nato označili identificirane peptide. Na 
spodnji sliki (slika 7) lahko vidimo razporeditev teh peptidov glede na celotno aminokislinsko 
sekvenco. Peptidi so označeni z oranžno barvo. Podčrtano zaporedje predstavlja zunajcelični 
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del proteina. Iz slike je vidna razlika v številu določenih spektrov pri katpesinih K in S v 
primerjavi s katepsinom L, ki smo jo omenili že na prejšnji strani. Razporeditev peptidov je pri 
proteinih EGFR in pleksinu B2 pretežno na zunajceličnem delu proteina, medtem ko so pri 
HER2 razporejeni po celotni proteinski sekvenci. 
 
 
 
 
Slika 7: Prileganje detektiranih peptidov po cepitvi  s katepsini K, L in S na aminokislinske sekvence proteinov EGFR, HER2 
in pleksina B2. Z oranžno barvo so označeni peptidi. Podčrtan del predstavlja zunajcelični del proteina. 
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5.2 Imunološka detekcija odcepljenih ektodomen 
Na sliki 8 so prikazana aminokislinska zaporedja proteinov za katere smo naredili 
imunodetekcijo s prenosom western. Z rumeno so označeni zunajcelični deli. Pod zaporedjem 
so izračunane molekulske mase za celotne proteine in za zunajcelične dele proteinov. 
 
Slika 8: Zaporedja proteinov iskanih pri prenosu western z označenimi zunajceličnimi deli 
Na sliki 9 so prikazane slike rezultatov prenosa western za celično linijo MDA-MB-231. Sliki 
rezultatov za detekcijo pleksina B2 pri pH = 6 in pH = 7 sta podobni. Pri nobenem ni vidnih 
jasno izstopajočih lis v stolpcu z vzorci kontrole. V vseh treh stolpcih z vzorci celic, obdelanih 
s katepsini, sta vidni karakteristični lisi pri molekulski masi okoli 130 in 120 kDa. Ta masa 
sovpada z maso zunajceličnega dela tega proteina (129 kDa) in primerno manjšega dela. V 
stolpcih CatK pri pH = 6 in pH = 7, ter CatS pri pH = 6 je vidna lisa pri molekulski masi okoli 
25 kDa. V stolpcih z vzorci lizatov so lise zelo blede ali pa nevidne. Pri pH = 7 je bledo vidna 
lisa na zgornjem robu membrane in sega čez rob. Ta lisa bi lahko bila pri molekulski masi okoli 
200 kDa, ki ustreza masi celotnega receptorja (205 kDa). Na sliki rezultatov za detekcijo EGFR 
prav tako ni vidnih lis v stolpcu s kontrolnim vzorcem. V stolpcih CatK, CatL in CatS pri pH = 
6 so vidne lise pri molekulski masi okoli 60 kDa, pri pH = 7 pa okoli 30 kDa. Molekulska masa 
celotnega receptorja je 134 kDa, zunajceličnega dela pa 68 kDa. V stolpcu z vzorcem lizata pH 
= 6 izstopa lisa pri masi veliko večji 130 kDa, medtem ko je pri pH = 7 jasna lisa pri 130 kDa. 
Na sliki rezultatov za detekcijo HER2 je v vseh stolpcih viden enak spekter lis. Edina 
izstopajoča lisa je vidna na sliki rezultatov pri pH = 7, v stolpcih CatK in CatS pri molekulski 
masi okoli 20 kDa. Na sliki rezultatov za detekcijo HER2 pri pH = 6 je vidnih tudi veliko 
artefaktov. 
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Slika 9: Detekcija pleksina B2, EGFR in HER2 po cepitvi s katepsini K, L in S za celično linijo MDA-MB-231. Prikazane so 
slike za pleksin B2, EGFR in HER2 pri pH 6 in 7. Na levi strani je vzorec standarda velikosti. Vzorci pri nanosu sledijo po 
naslednjem vrstnem redu: K – kontrolni vzorec, CatK – vzorec po obdelavi z 1 µM katepsinom K, CatL – vzorec po obdelavi 
z 1 µM katepsinom L, CatS – vzorec po obdelavi z 1 µM katepsinom S, liz – celični lizat MDA-MB-231. Na sliki je so z 
rumeno barvo obkrožene lise, ki predstavljajo manjši fragment proteina, z modro pa lise, ki ustrezajo molski masi celotnega 
proteina. 
Na spodnji sliki (slika 10) so prikazani  rezultati za celično linijo SK-BR-3 pri pH = 6 za 
proteina EGFR in pleksin B2. Za vzorce pri pH = 7 in HER2 pri pH = 6 nismo detektirali 
nobenih proteinov, zato slik nismo vključili.  
Na sliki rezultatov za detekcijo pleksina B2 v stolpcu s kontrolnim vzorcem ni vidnih lis. V 
stolpcih z vzorci celic obdelanih s katepsini so vidne lise pri okoli 200, 130 in 100 kDa, kar 
ustreza celotnemu receptorju in dvema različno velikima fragmentoma zunajceličnega dela. V 
stolpcu z vzorcem lizata je vidna bleda lisa pri molekulski masi okoli 200 kDa. To sovpada z 
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velikostjo celotnega receptorja. Na sliki rezultatov za detekcijo EGFR sta v stolpcu s kontrolnim 
vzorcem vidni dve lisi pri okoli 35 in 40 kDa, ki sta tudi v vseh ostalih stolpcih. V stolpcih z 
vzorci celic obdelanih s katepsini so vidne karakteristične lise pri masi okoli 130 kDa. V stolpcu 
z vzorcem lizata je vidna karakteristična lisa pri molekulski masi večji od 130 kDa. 
 
Slika 10: Detekcija pleksina B2, EGFR in HER2 po cepitvi ektodomen s katepsini K, L in S za celično linijo SK-BR-3 pri pH 
6. Na levi strani je vzorec standarda velikosti. Vzorci pri nanosu sledijo po naslednjem vrstnem redu: K – kontrolni vzorec, 
CatK – vzorec po obdelavi z 1 µM katepsinom K, CatL – vzorec po obdelavi z 1 µM katepsinom L, CatS – vzorec po obdelavi 
z 1 µM katepsinom S, liz – celični lizat SK-BR-3. 
Poskus smo za celično linijo SK-BR-3 ponovili. Za boljšo primerljivost rezultatov iste celične 
linije pri različnih pH smo vzorca pri obeh pH nanesli na isti gel. Rezultati so prikazani na 
slikah 11 in 12. 
34 
 
 
Slika 11: Detekcija HER2 po cepitvi ektodomen s katepsini K, L in S za celično linijo SK-BR-3 
 liz – lizat, K – kontrola, CatK/CatL/CatS – vzorec po obdelavi z 1 uM katepsinom K/L/S, st – standard velikosti 
 
Slika 12: Detekcija pleksina B2 po cepitvi ektodomen s katepsini K, L in S za celično linijo SK-BR-3 
 liz – lizat, K – kontrola, CatK/CatL/CatS – vzorec po obdelavi z 1 uM katepsinom K/L/S, st – standard velikosti 
.  
Na zgornjih slikah (slika 11 in 12) so prikazani rezultati prenosa western za celično linijo SK-
BR-3. Na sredino gela smo nanesli standard, nato pa na levo stran vzorce pri pH = 7, na desno 
pa vzorce pri pH = 6. Prikazani sta sliki za detekcijo HER2 in pleksina B2. Na sliki rezultatov 
za EGFR ni bilo vidnih lis, zato je nismo vključili. 
Na sliki rezultatov za HER2 je pri obeh kontrolah vidna lisa pri molekulski masi 130 kDa in se 
ponovi pri vzorcih katepsinov pri pH = 7 in vzorcu katepsina L pri pH = 6. Ta molekulska masa 
ustreza molekulski masi celotnega proteina. V stolpcih z vzorci po obdelavi s katepsini pri obeh 
pH so vidne tudi karakteristične lise pri molekulskih masah 55 in 45 kDa. To ustreza manjšim 
fragmentom proteina. V stolpcu CatK pri pH = 6 sta vidni še dve bledi lisi pri molekulskih 
masah okoli 30 in 40 kDa. Ti masi prav tako ustrezata manjšim fragmentom proteina. V stolpcu 
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z vzorcem lizata je vidna lisa pri molekulski masi okoli 260 kDa. Na sliki rezultatov za pleksin 
B2 v stolpcu s kontrolnim vzorcem ni vidnih lis. V stolpcih z vzorci katepsinov sta vidni lisi 
pri okoli 130 in 120 kDa. To ustreza celotnem in skrajšanemu zunajceličnemu delu proteina. V 
stolpcu z vzorcem lizata je vidna lisa pri molekulski masi okoli 200 kDa. To sovpada z maso 
celotnega proteina. V spodnjem desnem kotu slike je temna lisa zaradi odrezanega kosa 
membrane.  
5.3 Testi migracije 
5.3.1 Boydenov test 
Rezultati štetja celic po Boydenovem testu so zbrani v spodnjih tabelah (tabela 7 in 8) in grafih 
(slika 13). Natančen postopek dela je opisan v poglavju metode. 
Tabela 8: Rezultati Boydenovega testa za celično linijo MDA-MB-231 po obdelavi s katepsinom K 
MDA-MB-231 pufer (n = 3) kontrola (n = 3) 1 µM CatK (n = 3) 
pH = 7 
število celic 17 ± 3 17 ± 5 23 ± 2 
število celic na mL 83000 ± 12000 98000 ± 25000 115000 ± 9000 
% glede na pufer 100,00 % 117,00 % 138,00 % 
p-vrednost 1 1 0,0229 
  pufer (n = 2) kontrola (n = 2) 1 µM CatK (n = 3) 
pH = 6 
število celic 14 ± 1 17 ± 2 12 ± 2 
število celic na mL 68000 ± 16000 83000 ± 11000 60000 ± 10000 
% glede na pufer 100,00 % 122,22 % 88,89 % 
p-vrednost 1 0,1650 0,8862 
  
Tabela 9: Rezultati Boydenovega testa za celično linijo SK-BR-3 po obdelavi s katepsinom K 
SK-BR-3 pufer (n = 3) kontrola (n = 3) 1 µM CatK (n = 3) 
pH = 7 
število celic 5,3 ± 0,6 3,3 ± 0,6 2,7 ± 0,6 
število celic na mL 27000 ± 3000 16000 ± 3000 13000 ± 3000 
% glede na pufer 100 % 63 % 50 % 
p-vrednost 1 0,0132 0,0048 
  pufer (n = 3) kontrola (n = 3) 1 µM CatK (n = 3) 
pH = 6 
število celic 3,7 ± 2,1 1,3 ± 0,6 2,3 ± 0,6 
število celic na mL 18000 ± 10000 7000 ± 3000 12000 ± 3000 
% glede na pufer 100,00 % 36 % 64 % 
p-vrednost 1 0,1347 0,3453 
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Slika 13: Grafični prikaz števila celic MDA-MB-231 in SK-BR-3 v jamicah po Boydenovem testu. Na grafu so prikazane tudi 
vrednosti standardnih odklonov. 
Pri celični liniji MDA-MB-231 je bilo pri pH = 7 17 % več celic pri negativni kontroli in 38 % 
več pri vzorcu s katepsinom glede na pufer. Pri pH = 6 je bilo pri negativni kontroli 22 % 
povečanje in 11 % zmanjšanje števila celic pri vzorcu s katepsinom glede na pufer. Pri celični 
liniji SK-BR-3 se je pri pH = 7 glede na pufer zmanjšalo število celic za 37 % pri negativni 
kontroli in za 50 % pri vzorcu s katepsinom. Pri pH = 6 se je glede na pufer zmanjšalo število 
celic za 64 % pri kontroli in 36 % pri vzorcu s katepsinom. Pri eksperimentu s celično linijo 
SK-BR-3 smo dobili manjše število celic na plošči za štetje kot pri celični liniji MDA-MB-231. 
5.3.2 Test celjenja rane 
Test vpliva na migracijo celic smo ponovili tudi z metodo celjenja rane na dva načina. Prvič 
smo pustili, da so se celice prilepile nazaj na podlago in nato nadaljevali z risanjem črte. 
Rezultate smo dobili samo za celično linijo MDA-MB-231, saj se celice SK-BR-3 niso dobro 
prilepile na podlago. Rezultati spremembe premera rane po migraciji so prikazani na spodnjih 
grafih (slika 14 in 15). V tabeli 10 so zbrane p-vrednosti za Studentov t-test neodvisnih vzorcev. 
 
Slika 14: Rezultati testa migracije s celjenjem rane za celice MDA-MB-231 po 24 urah v µM. Od leve proti desni so 
prikazani vzorci pufra, negativne kontrole, 0,15 µM katepsina K in tripsina. Prikazana je sprememba v premeru rane 
izmerjena v µm po 24 urah glede na začetni premer pri 0 urah povprečen glede na triplikat. 
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Slika 15: Rezultati testa migracije s celjenjem rane za celice MDA-MB-231 po 24 urah v odstotkih. Odstotne vrednosti so bile 
izračunane iz povprečnih vrednosti migracije po 24 glede na povrprečne vrednosti po 0 urah za posamezne pogoje. Od leve 
proti desni so prikazani vzorci pufra, negativne kontrole, 0,15 µM katepsina K in tripsina. Prikazan odstotek zaprtosti 
predstavlja spremembo premera rane po 24 urah glede na začetni premer pri 0 urah povprečen glede na triplikat.  
Tabela 10: p vrednosti t-testa za rezultate testa s celjenjem rane za celično linijo MDA-MB-231 
 pufer kontrola CatK try 
P vrednost za T-
test glede na 
pufer 
1 0,2139 0,0115 0,0006 
 
Po 24 urah migracije so celice MDA-MB-231 pri vzorcu s pufrom v povprečju zaprle 56 % 
rane, pri negativni kontroli 38 %, pri katepsinu K 80 % in pri tripsinu 83 %. Rezultati kažejo, 
da se migracija glede na vzorec s pufrom poveča pri vzorcih katepsina K in tripsina, medtem 
ko se pri negativni kontroli zmanjša. 
Na sliki 16 so prikazane slike narejene z mikroskopom, na katerim smo merili premer rane. Na 
vseh slikah je vidno zapiranje rane po 24 urah glede na enako mesto na plošči pri 0 urah.  
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Slika 16.: Mikroskopska slika zaprtosti rane po 0 in 24 urah. Na slikah so prikazane celice MDA-MB-231 po odcepu 
ektodomen z vzorci pufra, negativne kontrole, katepsina K in tripsina. Odcep ektodomene je potekal po prvem načinu tj. z 
obdelavo celic do odcepa s površine. Rano smo naredili z nastavkom za pipeto po ponovni pritrditvi celic na podlago. Za 
vsak vzorec je bil narejen triplikat. 
Na drugi način smo reakcijsko mešanico za obdelavo s katepsini na celicah pustili manj kot 5 
minut, tako da se celice niso odcepile od podlage. Zapiranje rane smo spremljali 192 ur, vendar 
se ta ni povsem zaprla. Eksperiment smo nato zaključili, saj smo sklepali, da po pretečenem 
času odcep ektodomen nima več vpliva na migracijo. Na spodnjih slikah (slika 17 in 18) je 
prikazano spreminjanje premera rane v omenjenem časovnem obdobju.  
 
 
 
Slika 17: Test vpliva na migracijo s celjenjem rane za celice SK-BR-3 v obdobju 192 ur. Z modro barvo je prikazan vzorec 
pufra, z oranžno negativna kontrola (katpesin inhibiran z e64) in s sivo vzorec z 0,15 µM  katepsinom K. Prikazan odstotek 
predstavlja trenutni premer glede na začetni premer. Podatki za premer predstavljajo povprečje triplikata enakega 
eksperimenta. 
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Tabela 11: p vrednosti t-testa za rezultate testa s celjenjem rane za celično linijo SK-BR-3 po 24 urah 
 pufer kontrola CatK 
P vrednost za T-test 
glede na pufer 
1 0,470 0,126 
 
 
Slika 18: Mikroskopska slika rane v različnih časovnih obdobjih od 0 do 168 ur. Na slikah so prikazane celice SK-BR-3 po 
odcepu ektodomen z vzorci pufra, negativne kontrole in katepsina K. Odcep ektodomene je potekal po drugem načinu tj. z 
obdelavo celic s prekinitvijo tik pred odcepom celic s površine. Za vsak vzorec je bil narejen triplikat. 
Slika 17 prikazuje graf spreminjanja premera rane. Iz slike ni vidnih velikih odstopanj med 
vzorci. Krivulje za vse 3 vzorce so precej podobne in sledijo podobnemu linearnem trendu. 
Slika 18 prikazuje zaprtost rane v vseh časovnih točkah. Iz slike je razvidno, da je zapiranje 
rane počasnejše kot pri celicah MDA-MB-231. Zaradi večjega števila celic v sredini rane in 
nenatančnih robov rane, je bilo merjenje premera težje, kar posledično poveča verjetnost za 
napake pri merjenju. Vidno je tudi debeljenje sloja celic. 
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6 Razprava 
Namen našega raziskovalnega dela je bila proteomska analiza identifikacije substratov na 
površini celic celične linije SK-BR-3. Rezultati te analize kažejo na prisotnost vsaj 45 
proteinskih substratov katepsinov na površini rakavih celic. Iz slike 5 lahko sklepamo, da je 
bila izbrana metoda analize podatkov ustrezna, saj nam je omogočila izločanje identificiranih 
kontaminant, ki so imele pri kontrolnem vzorcu pripisanih večje število spektrov. 
V članku B. Sobotič in sod. [40] so pokazali, da je pri katepsinih L in S prisotnih 45 tarč pri 5 
različnih celičnih linijah. Mi smo naredili analizo s celično linijo, ki v članku ni bila uporabljena 
in ima precej višje izražanje HER2. Med rezultati je bilo 17 od 45 proteinov enakih kot v 
omenjenem članku. 
Med katepsinoma K in S, ter katepsinom L je v številu identificiranih substratov precejšnja 
razlika. Prav tako je bilo pri katepsinu L identificiranih več znotrajceličnih proteinov kot pri 
ostalih dveh. Iz grafov števila preštetih spektrov za proteine pleksin B2, EGFR in HER2 na sliki 
6 lahko vidimo, da število spektrov pri katepsinu L ne narašča linearno kot pri ostalih dveh 
katepsinih. Na sliki 7 je vidna razlika v številu peptidov med vzorci različnimi katepsini pri 
vseh treh izbranih proteinih. Verjeten razlog za to je izvedba eksperimenta s katepsinoma K in 
S v drugi ponovitvi kot s katepsinom L. Čeprav smo v obeh ponovitvah eksperimenta delali po 
enakem postopku pri pripravi vzorcev katepsina L za analizo z masnim spektrometrom nekatere 
vzorce prekomerno skoncentrirali. 
Rezultati ontologije genov pred izborom membranskih proteinov namigujejo, da je bilo v 
vzorcu po obdelavi s katepsini povečana količina proteinov povezanih z eksosomi. Proteini iz 
eksosomov na odcep ektodomen s katepsini ne bi smeli vplivati, vendar jih s centrifugiranjem 
ne odstranimo in zato ostanejo v supernatantu, ki ga nato analiziramo. Po izboru potencialnih 
substratov in ponovni ontologiji genov smo ugotovili, da je veliko število takih, ki so povezani 
s celično adhezijo. V glavnem gre za transmembranske proteine, ki neposredno sodelujejo pri 
vezavi na zunajcelični matriks. Med rezultati so poleg adhezijskih proteinov tudi receptorski 
proteini in zunajcelični izločeni proteini. 
Največ predstavnikov skupine med substrati imajo integrini. To potrjuje tudi ontologija genov 
končnega nabora proteinov (tabela 6), ki je kot sicer nesignifikanten rezultat pokazala anotacijo 
vezava integrinov (integrin binding). Integrini so membranski proteini, ki celico pripenjajo na 
komponente zunajceličnega matriksa. Sestavljeni so iz dveh podenot – alfa in beta. S 
pripenjanjem na komponente ECM oddajajo signale v notranjost celice. Ob odsotnosti signala 
lahko pride do posebne vrste celične smrti, imenovane anoikis. Za rakave celice, ki se ne 
pripenjajo na komponente ECM, je torej pomembno ohranjanje tega signala. Tako podenoti 
alfa kot beta različnih integrinov sta bili pokazani kot tarči katepsinov pri proteomski 
identifikaciji. Prav tako je bila pokazana vloga integrinov pri kroničnem vnetju, ki lahko 
pripelje do raka, saj so mehanizmi obeh podobni. Integrini imajo imunoglobulinom podobno 
zvitje [50]. To zvitje se pojavlja tudi pri nekaterih drugih identificirnih proteinih. Trenutno so 
bili integrini kot substrati katepsinov samo za katepsin X [50]. Pokazano je bilo tudi, da je 
povečana migracija celic hepatocelularnega karcinoma povzročena s povečano produkcijo 
katepsina B zavrta z inhibicijo receptorja αvβ3 [51]. 
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Za našo hipotezo so nas zanimali proteini pleksin B2, HER2 in EGFR. Pleksin B2 smo uporabili 
kot kontrolni vzorec, saj je že bil dokazan kot substrat katepsinov [40] in smo imeli na voljo 
dobro delujoča protitelesa. Iz proteomske analize je bilo za ta protein vidno več kot 3-kratno 
povečanje števila spektrov pri eksperimentu glede na kontrolo. S prileganjem detektiranih 
peptidov smo pokazali, da je večina teh na zunajceličnem delu proteina. Pri prenosu western za 
detekcijo pleksina B2 sta primerljivi sliki pri pH = 6 in pH = 7, ter obeh celičnih linijah. Masa 
cepljenega fragmenta pri vzorcih obdelanih s katepsini je primerljiva z maso fragmenta, ki je 
bil dokazan v članku B. Sobotič in sod. [40]. Iz obeh metod lahko sklepamo, da pride do cepitve 
tega membranskega receptorja in tvorbe stabilne cepljene proteinske domene.  
Trikratno povečanje števila peptidov pri proteomski analizi povezanih z EGFR je vidno pri 
vzorcih CatK in CatS. Iz prileganja peptidov na proteinsko zaporedje EGFR je vidno, da je 
večina peptidov iz zunajceličnega dela  proteinov. Iz slik rezultatov prenosa western lahko 
trdimo, da pride do cepitve EGFR pri celični liniji MDA-MB-231 pri obeh pH in pri SK-BR-3 
pri pH = 6. Pri tem smo dobili različno velike fragmente, kar kaže na vpliv pH pri odcepu 
ektodomene tega receptorja. Slik pri drugi ponovitvi prenosa western s celično linijo SK-BR-3 
in protitelesi proti EGFR nismo dobili, za kar so bila najverjetneje kriva nedelujoča protitelesa. 
Rezultati kažejo, da pride do cepitve, vendar zaradi različnih velikosti fragmentov ne moremo 
trditi, da nastane samo en stabilen fragment. V članku C. C. Huang in sod. [52] je bilo pokazano, 
da katepsin S cepi EGFR in pri tem tvori fragment velikosti okoli 40 kDa. V našem 
eksperimentu na celični liniji SK-BR-3 je vidna prisotnost tega fragmenta tudi v celičnem lizatu 
in kontrolnem vzorcu, kar se ne ujema z rezultati proteomske analize. Pri kontrolnem vzorcu je 
bilo s proteomsko analizo določeno majhno število spektrov za EGFR. Prenos western bi bilo 
za celično linijo SK-BR-3 ponoviti, da bi lahko sklepali ali pride do cepitve. 
Za HER2 je proteomska analiza pokazala 3 kratno povečanje števila spektrov pri vzorcih CatK 
in CatL, vendar je bilo tudi pri vzorcu CatS razmerje SCR blizu vrednosti 3. Pri rezultatih 
prileganja peptidov na proteinsko sekvenco je vidnih nekaj peptidov iz znotrajceličnega dela 
tega proteina. Ti peptidi so bili sicer identificirani pri kontroli, ali pa se njihovo število glede 
na kontrolo ni spremenilo. Podobno sliko kažejo tudi rezultati prenosa western. V vseh vzorcih 
razen v lizatu so prisotne lise pri molekulski masi 130 kDa. V stolpcih s katepsini so prisotne 
še lise pri nižjih molekuslkih masah, ki kažejo da pride do cepitve HER2, medtem ko teh v 
kontrolnem vzorcu ni. Pri lizatu je vidna lisa pri molekulski masi 250 kDa, kar ustreza dimeru 
receptorja. Prisotnost znotrajceličnih peptidov in celotnega receptorja pri kontrolnem vzorcu bi 
lahko bila povezana s prisotnostjo HER2 v eksosomih, ki so bili pomembna anotacija vseh 
proteinov s 3 krat povečanim številom spektrov. 
Pri analizi vzorcev celične linije SK-BR-3 s protitelesi proti HER2 so vidne lise, ki jih pri 
vzorcih iz celic MDA-MB-231 nismo videli. To smo tudi pričakovali, saj celična linija SK-BR-
3 v veliko večji meri izraža receptor HER2 kot celična linija MDA-MB-231. 
Kljub specifičnosti vezave protiteles so pri rezultatih prenosa western prisotne lise, ki 
predstavljajo nespecifično vezavo. Ponekod smo dobili lise, ki so se pojavljale v vseh stolpcih. 
Te lise predstavljajo napačno vezavo protiteles in artefakte, ki nastanejo zaradi denaturacije 
protiteles. Do te lahko pride ob neprevidnem ravnanju. 
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Za test vpliva obdelave s katepsini na funkcionalnost celice smo naredili test vpliva na migracijo 
celic.  Test migracije smo najprej naredili z Boydenovim testom. Rezultati pri celični liniji SK-
BR-3 niso bili uspešni, saj smo dobili premajhno število celic na števni komori. Ker nismo 
shranili tekočine iz vstavkov ne moremo določiti vzroka za majhno število migrirajočih celic. 
V ta namen bi bilo potrebno eksperiment ponoviti, vendar smo se odločili uporabiti drugo 
metodo. Z metodo celjenja rane smo eksperiment za celice SK-BR-3 ponovili 2 krat. Pri drugi 
ponovitvi smo naredili obdelavo s katepsini, dokler se niso celice odlepile od podlage. Nato 
smo jih pustili približno 12 ur, da so se ponovno prilepile na podlago in nadaljevali z 
eksperimentom. Ta način je bil neuspešen, ker so bile celice zelo občutljive in so se odlepljale 
ob spiranju s pufrom. Obdelavo s katpesini smo nato naredili s krajšim časom inkubacije 
reakcijske mešanice na celicah, vendar smo na ta način naleteli na nasprotno težavo. Celice so 
migrirale zelo počasi. Merjenje razpona rane smo za to prenehali po 168 urah. Pri slikanju z 
mikroskopom smo opazili, da se celična kultura ni širila lateralno, ampak so celice rastle ena 
nad drugo. Zanesljivih rezultatov za vpliv obdelave s katepsini na migracijo celic SK-BR-3 tako 
nismo uspeli dobiti. To kažejo tudi p-vrednosti, ki smo jih dobili pri teh vzorcih. Za statistično 
signifikantno razliko med eksperimentalnim vzorcem in kontrolo je bila potrebna vrednost p < 
0,05. Takšno vrednost smo za vzorec celic SK-BR-3 dobili samo pri Boydenovem testu, pri pH 
= 7.  
Za celično linijo MDA-MB-231 smo pri Boydenovem testom dobili statistično signifikantne 
rezultate samo pri pH = 7. Drugačno sliko smo dobili s testom celjenja rane. Celice po obdelavi 
s katepsini so glede na rezultate migrirale hitreje kot tiste v pufru. Pri tem je imel tripsin enak 
učinek na migracijo kot katepsin. Najpočasnejše so bile tiste z dodanim E64. Ti rezultati kažejo, 
da katepsini K, L, S in tripsin z odcepljanjem ektodomen proteinov na površini celic vplivajo 
na njihovo migracijo. 
Ena izmed razlik med celičnima linijama MDA-MB-231 in SK-BR-3 je v izražanju genov 
SLUG/SNAI2, ki sta odgovorna za epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT). Pri celični liniji 
MDA-MB-231 sta ta dva gena močno izražena, medtem ko pri SK-BR-3 nista. To daje celicam 
MDA-MB-231 bolj mezenhimski značaj kot celicam SK-BR-3. Z večjim mezenhimskim 
značajem sta povezani povečana migracija in manjša tvorba medceličnih stikov [53]. Z 
dodatkom medija brez seruma pred testi migracije smo želeli vzpodbuditi EMT, vendar je 
možno sklepati, da nam to pri celicah SK-BR-3 ni uspelo. Razlog za to bi lahko bil povečan 
celični stres zaradi nepravilnega dela s celicami. 
Za boljše razumevanje poteka razvoja raka bi bilo potrebno narediti tudi test invazivnosti. 
Povečana migracija tako predstavlja samo povečano možnost za migriranje celic, medtem ko 
je invazivnost lastnost, da celice lahko prodirajo skozi zunajcelični matriks [54]. 
Rezultati skupno kažejo, da katepsini vplivajo na migracijo celic s cepitvijo adhezijskih 
proteinov na celični površini. Za potrditev rezultatov je naslednji logični korak eksperiment v 
pogojih in vivo. Tak eksperiment so naredili Gomez-Auli in sod. [55]. S primerjanjem 
rezultatov proteomske analize vzorcev intersticijskih tekočin tumorjev miši z različnim 
genotipom za izražanje katepsina B so določili 75 ne-klasično izločenih proteinov, ki so bili 
cepljeni na zunajceličnem delu. Med določenimi substrati katepsina B je prav tako EGFR. 
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Pomembno vlogo pri raku imajo tudi inhibitorji katepsinov. Naravno so v zunajceličnem 
prostoru prisotni tudi inhibitorji cisteinskih proteaz, kot so cistatini, stefini in kininogeni, ki z 
regulacijo aktivnosti katepsinov prav tako igrajo pomembno vlogo pri razvoju raka. 
Koncentracija teh se lahko pri raku spremeni [33]. Njihova vloga v tem delu ni bila obravnavana 
in predstavlja zanimivo idejo za nadaljnje študije. 
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7 Zaključek 
Po obdelavi celic SK-BR-3 s katepsini K, L in S smo z masno spektrometrijo identificirali pri 
tem odcepljene fragmente proteinov in jih povezali z 45 membranskimi proteini. Nekateri 
izmed teh proteinov so bili pokazani kot tarča katepsinov tudi v drugih člankih. Med 
proteinskimi substrati katepsinov je nekaj takih, ki prej niso bili identificirani. Izmed 
identificiranimi substrati smo izbrali 3, katerih cepitev smo potrdili s prenosom western. Vpliv 
obdelave celic s katepsini na migracijo celic smo pokazali na celični liniji MDA-MB-231, 
medtem ko na celični liniji SK-BR-3 tega zaradi neuspešnih eksperimentov nismo uspeli 
potrditi. Rezultati odpirajo možnosti za nadaljnje in nove raziskave. Predvsem je potrebno 
ponoviti test migracije za celice SK-BR-3, ter narediti primerjavo identificiranih substratov s 
substrati cepljenimi v pogojih in vivo. 
 
Hipoteze 
 Katepsini na površini celic SK-BR-3 cepijo adhezijske proteine in receptorje. 
Rezultati proteomske analize kažejo, da imajo katepsini K, L in S številne zunajcelične tarče. 
Med temi so adhezijski proteini in receptorji. Specifično smo cepitev dokazali za 45 
membranskih proteinov. 
 Katepsini s cepljenjem zunajceličnih domen proteinov vplivajo na migracijo celic. 
Hipoteze iz dobljenih podatkov ne moremo potrditi za obe analizirani  celični liniji. Vidno je 
povečanje migracije pri celicah MDA-MB-231, ne pa pri celicah SK-BR-3, določeno z 
Boydenovim testom in testom s celjenjem rane. 
 Katepsini K, L in S cepijo zunajcelični del HER2. 
Hipotezo smo potrdili s proteomsko analizo in prenosom western.  
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